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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum “Xenopus laevis Iribaslarina Thiakloprid ve
Trifloksistrobin’in Akut Toksik Etkilerinin Arastirllmasi” baslikli bu ¢alismanin
bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan
yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢inde hem de kaynakc¢ada

yontemine uygun bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla
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dogrularim.
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163 + xi sayfa

2013

Danisman: Prof. Dr. Murat OZMEN

Diinyada en fazla kullanilan tarimsal miicadele yontemleri, kimyasal yontemlerdir.
Kimyasal miicadelenin temelinde pestisit olan sentetik zirai maddeler vardir. Bu ¢alismada
Xenopus laevis’in (Afrika Pengeli Kurbagasi) erken gelisim evrelerinde neonikotinoid
grubu insektisitlerden thiakloprid, strobilurin grubu fungusitlerden trifloksistrobin’in ticari
formlarinin ve bunlarin karisimlarinin toksik etkilerinin ¢esitli biyokimyasal belirtecler
kullanilarak degerlendirilmesi amaglanmigtir. 96 saatlik test sonucunda thiakloprid ve
trifloksistrobinin ortalama o6ldirtici konsantrasyon (LCso) degerleri, sirasiyla 13.41 mg
AIl/L ve 0.09 mg Al/L olarak tespit edildi. Segilen pestisitlerin uygulama konsantrasyonlari
96 saatlik LCso degerlerine gore belirlendi. 50-58. evredeki Xenopus laevis iribaslari,
thiakloprid ve trifloksistrobinin ayr1 ayrit LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 ve
LCs0/100 konsantrasyonlarina ve bu konsantrasyonlarmn ikili karisimlarina (1:1) 96 saatlik
statik yenilemeli test sisteminde maruz birakildi. Bunun disinda, pestisitlerin 96 saatlik
LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 ve LCso/100 degerleri karisimlarina 24 saat
sliresince maruz birakildilar. Ayrica, amfibi iribaglarinda pestisitlerin etkisi, glutatyon S-
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR), asetilkolinesteraz (AChE), karboksilesteraz
(CaE), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), alanin amino transferaz (ALT), aspartat
amino transferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH), Na*/K*-ATPaz, Ca*?-ATPaz, Mg*?-
ATPaz ve toplam ATPaz biyobelirtegleri kullanilarak incelenmistir.

Pestisitlerin ve karigimlarinin 96 saatlik uygulamalari sonucunda, thiakloprid ve
trifloksistrobin’in LCso degerleri karisiminin biitiin iribaslar1 6ldiirdiigii belirlenmistir. Her
iki pestisitin ayr1 ayr1 uygulama degerlerinin ve pestisit karigimina ait en diisiik
konsantrasyonlarin segilen biyobelirte¢ enzimleri (aktivasyon/inhibisyon) 6énemli dlizeyde
etkiledigi saptanmustir. Pestisit karisimlarinin 96 saatlik LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20,
LCs0/50 ve LCs0/100 uygulama degerlerine 24 saat boyunca maruz kalan iribaglarda da
enzim aktivitelerinin 6nemli diizeyde etkilendigi belirlenmistir.

Arastirma sonuglari, segilen pestisitlerin 50-58. evredeki X. laevis iribaslarinda
toksik potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, pestisitlerinlerin karisim olarak
uygulandiklarinda, LCso/2 ve LCso degerlerinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda etki
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica sonuglarimiz, X. laevis iribaglarinin sucul ekosistemlerde,
pestisit kirliliginin belirlenmesini amaclayan calismalar i¢in uygun bir test organizmasi
oldugunu ve segilen biyokimyasal belirteglerin de pestisit toksisitesini iyi bir sekilde
yansittigin1 gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Thiakloprid, Trifloksistrobin, Xenopus laevis, Biyobelirtec,
CaE, AChE, GST, GR, GPx, CAT, ALT, AST, LDH, ATPaz
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INVESTIGATION OF ACUT TOXIC EFFECTS OF THIACLOPRID AND
TRIFLOXYSTROBIN ON Xenopus laevis TADPOLES
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163 + xi pages

2013
Supervisor: Prof. Dr. Murat OZMEN

The chemical methods are the most widely used one for pest control around the
world. Agricultural ingredients are synthetic chemicals called pesticides on the basis of the
struggle. This study aimed to evaluate toxicity of neonikotinoid insecticide thiacloprid,
strobilurin fungicide trifloxystrobin and their mixtures on early developmental stages of
Xenopus laevis by using various biochemical markers. In the result of 96-hour test, median
lethal concentration (LC50) values of thiacloprid and trifloxystrobin were determined as
3.41 mg AI/L and 0.09 mg Al/L, respectively. The application concentrations of selected
pesticides were determined according to the 96-hour LCso. Tadpoles in stage 50 to 58. were
exposed to LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 and LCs0/100 concentrations of
thiacloprid and trifloxystrobin separately and also double mixtures (1:1) of these
concentration in 96-hour static renewal test system. In addition to the 96-hour tests, tadpoles
were also exposed to pesticide mixtures for 24-hours using LCso, LCso/2, LCs0/10, LCs0/20,
LCs0/50 and LCs0/100 values. Furthermore, effects of pesticides were determined by using
glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR), acethylcholinesterase (AChE),
carboxylesterase (CaE), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), alanine amino
transferase (ALT), aspartate amino transferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH),
Na*/K*-ATPase, Ca*2-ATPase, Mg*2-ATPase ve total ATPase as biomarkers in amphibian
tadpoles.

In the results of 96-hour pesticide or pesticide mixture applications, mixtures of
Thiacloprid and Trifloxystrobin in LCso value caused to the death of all tadpoles. The
individual values of both pesticides and the lowest concentrations of pesticide mixtures
significantly affected (inhibited/activated) selected enzyme markers. The enzyme activities
were also affected in tadpoles exposed to mixtures of pesticides using the application values
of LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 and LCs0/100 of 96-hour exposure time for 24-
hour exposure.

The results indicated that selected pesticide and pesticide mixtures have toxic
potential on X. laevis tadpoles in stage 50 to 58. Furthermore, when applied as mixtures, the
pesticides showed a toxic effect on tadpoles at concentrations much lower than their LCso/2
or LCsp values. Also, our results showed that X. laevis tadpoles at stage 50 to 58 can be used
as a suitable test organism and the selected biochemical markers may also serve well for
studies with the aim of determining pesticide pollution in aquatic ecosystems.

KEY WORDS: Thiacloprid, Trifloxystrobin, Xenopus laevis, Biomarker, CakE, AChE, GST,
GR, GPx, CAT, ALT, AST, LDH, ATPase
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1. GIRIS
Diinyadaki endiistrilesme ile birlikte toplumlarin tuketimlerinin giderek

artmas1 beraberinde herkesin sikayette bulundugu c¢evre sorunlarini da getirmistir.

Cevre kirliligi, “insanlarin her tiirlii aktiviteleri sonucu ¢evreye katilarak
havada, suda ve toprakta olusan olumsuz gelismeler ile dogal sistemler ya da
organizmalar gibi ekosistemlerde kararsizliga ve diizensizlige yani ekolojik dengenin
bozulmasina neden olan ve ayni aktiviteler sonucu ortaya ¢ikan koku, giiriiltii ve
atiklarin ¢evrede olusturdugu arzu edilmeyen sonuglari” olarak tanimlanmaktadir

(Kocatas, 2010).

Dogal cevrede, insan ve dogal kaynakli hasarlar sonucu meydana gelen
kirlilik, bugiinkii diinyanin kars1 karsiya kaldig bir sorundur. Her tiirlii ¢evre kirliligi
tipinde, g¢evrenin kirlenmesine neden olan atik maddeler (ksenobiyotikler); atik
maddeleri aktiviteleri sonucu dogrudan ya da dolayli olarak g¢evreye birakarak
kirlilige neden olan kuruluslar yani kirletenler; bu kirletenler tarafindan birakilan atik
maddelerin tagindigi bir ekosistem ya da canlilari kapsayan bir alici ortam

bulunmaktadir (Alloway ve Ayres, 1997).

Cevrede, canlilarin fiziki ve biyolojik unsurlarla olan iligkileri, onlarin
saglikli gelismesine olanak veriyorsa, dogal denge miimkiin oldugu kadar
korunmakta, tersi durumlarda ise bu denge bozulmaktadir. Gelisen teknoloji,
endiistrilesme ve niifus artisi ile birlikte bu denge siirekli bozularak, ¢evre kirliliginin
Oonemli boyutlarda artmasina neden olmaktadir. Cevre kirliligine neden olan belli
baslt faktorler, lilkelerin kalkinmalarinda temel unsur olan tarim, sanayi, ulasim,

turizm ve enerji sektorleridir (Gokmen, 2011).

Cevre kirliligi, atiklarin kaynagina (tarimsal kirlilik vb.), yapisina (pestisit
kirliligi) ya da alic1 ortamina gore (su kirliligi vb.) siniflandirilmaktadir (Alloway ve

Ayres, 1997).

Giiniimiizde cevre kirliligine yol agan etkenler arasinda pestisitler onemli bir
yer tutmaktadir. Pestisitlerin, bir ekosistem veya bir organizma iizerinde olumsuz
etkilerinin saptanabilmesi i¢in ilk dnce laboratuvar kosullarinda ¢esitli organizmalar
icin olas1 risk analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Sucul ekosistemdeki pestisit

kirliligi, yasamlarinin 6nemli bir béliimiinii sucul habitatlarda gecirmeleri nedeniyle

1



amfibi popiilasyonlar1 i¢in 6nemli bir risk olusturmaktadir. Bulunduklar1 ekosistemde
organizmalarin birden fazla pestisite maruz kalmalar1 nedeniyle pestisit

karigimlariin etkilerini degerlendirmek de 6nemlidir.

Son yillarda tiim diinyada amfibi populasyonlarinda énemli diizeyde azalma
oldugu rapor edilmistir (Richards ve Kendall, 2003). Amfibiler sucul ekosistemlerde
cevresel kirleticilere maruz kalan yiiksek risk grubu igerisinde bulunan omurgal
hayvanlardandir (Mann ve Bidwell, 2000). Hem sucul hem de karasal hayat
safhalarindan dolay1 amfibiler her iki ortamda da toksik maddelere maruz

kalabilirler.

Amfibi iribaslarmin ergin bireylere gore toksik maddelere daha duyarh
olduklar1 bilinmekte ve pestisitlerin iribaglar {izerine yogun toksisite gosterdikleri
hesaba katildiginda, populasyondaki bu azalma ile ilgili sebepler listesinde ilk
siralarda pestisitler yer almaktadir (Tavera-Mendoza vd., 2002; Blaustein, 1994).
Amfibilerin ¢ogunun yumurta ve embriyo gelisimini suda tamamladigr ve amfibi
yumurtalarinin yar1 gecirgen 6zellikte olmalar1 sebebi ile kirleticileri alma oraninin
artt1igi ve sularda birikmis olan kirleticilerin yumurta gelisimi ile larvalarin
metamorfoz ve biylmeleri tizerinde yaptiklari etkilerin tiirlerin devami igin ¢ok

6nemli bir problem oldugu agik bir gercektir (Sayim, 1998).

Bu aragtirmada da bu dogrultuda son donemde alternatif pestisitler olarak
piyasaya surilen neonikotinoid insektisilerden *‘Thiakloprid’> ve strobilurin
fungusitlerden “*Trifloksistrobin’’ inin toksik etkilerinin arastirilmasi ve olasi risk
degerlendirmesinin yapilmasi amaglanmigtir. Bu pestisitlerin toksik etkilerinin
saptanmasi amaci ile biyolojisi en iyi bilinen amfibi tiirlerinden Xenopus laevis
iribaglar1 test materyali olarak kullanilmistir. Xenopus laevis’in pestisitler dahil pek
cok cevresel kirleticiye duyarliliginin yiiksek oldugu bildirilmistir (Dumpert, 1987).
Ayrica laboratuar sartlarinda kolay bakimi, yumurtlamanin indiiklenebilirligi, larval
donemden erginlige gecisin hizli olmasi gibi avantajlart onu, diger kurbaga tiirleri ile
karsilastirildiginda daha ¢ok kabul gbren bir test organizmasi yapmaktadir (ASTM,
1998). X. laevis iribaslari, segilen insektisit ve fungusit etkisinin test organizmasinda
belirlenmesi ve pestisit kombinasyonlarinin sucul ekosistemde olas1 riskinin

degerlendirilmesi amaci ile kullanilmistir.



Cevresel kimyasallara kars1 biyolojik sistemde molekiiler, hiicresel, fiziksel
veya davranigsal degisikler seklinde gelisen cevaplar olusur ki bunlara biyobelirteg
denir (Peakall ve Walker, 1994). En ¢ok kullanilan biyobelirtegler, ksenobiyotiklerin
ve metabolitlerinin detoksifikasyonuna katilan biotransformasyon sistemi ve
antioksidan enzimleridir (van der Oost vd., 2003). Bu secilen pestisitlerin farkli
dozlarina (LCso/100, LCs0/50, LCs0/20, LCs0/10, LCs0/2 ve LCsp) ayri ayri ve
karisim halinde maruz birakilan Xenopus iribaslarinda ¢esitli enzimlerin zamana
bagl aktivite degisimleri belirlenmis ve bu enzimlerin biyobelirte¢ olarak kullanilip
kullanilamiyacagi degerlendirilmistir. Secilen enzimler, oksidatif stresin varligini ve
derecesini ortaya koymak i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilan katalaz (CAT),
glutatyon rediktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPx); detoksifikasyondan sorumlu
olan glutatyon S-transferaz (GST), karboksilesteraz (CaE); cevresel Kirleticilerin
norotoksik etkilerini ortaya koymak amaciyla siklikla biyobelirteg¢ olarak kullanilan
asetilkolinesteraz (AChE) ve doku hasarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan laktat
dehidrogenaz (LDH), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST)
ve son olarak osmoregilasyon metabolizmasi parametreleri olarak kullanilan
ATPaz’lardur.

Canlilar, ¢evredeki kimyasal maddelerin sadece birine degil genellikle onlarin
bircoguna maruz kalirlar. Bagska maddelerle birlikte kombinasyon halinde pestisitlere
maruz kalma, pestisitin tek basina etkisinden farkli etkiler gosterebilir. Ayni sekilde,
iki pestisitin beraber kullanildiginda gosterecegi etki, her biri ayr1 ayri olarak
kullanildiginda ortaya c¢ikacak etkiden farkli olabilir. Pestisit karigtmimin ya da
pestisitin  diger maddelerle bir ekosistemde olusturabilecegi kombinasyonun
toksisitesini dnceden anlayabilmek olanaksizdir. Maddeler birlikte kullanildiginda,
etki; additif (eklemeli, kiimiilatif, 2+3=5), sinerjistik (birbirinin etkisini arttiran,
2+2=20) ya da antagonistik (birbirinin etkisini azaltan, 4+0=1) olabilir ve etkilesimin
karakteri, bilesiklerin farkli etkileri i¢in farkli olabilmektedir. Bu etkilesim
caligmalari, arastirilan kimyasallarin  toksisite mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasina oOnciiliikk eder. Ayrica, etkisi arastirilacak maddelerin karisim halinde
kullanilmasi, canlilar i¢in toksik tehlikeyi daha gercekei belirlememize yardimci
olur. Ornek olarak, additif etkiye iki organofosfat insektisitin birlikte verildiginde
kolinesteraz inhibisyona neden olmasi; sinerjistik etkiye hepatotoksik olmayan

izopropanol ve hepatotoksik karbon tetraklorit etkilesimi verilebilir. Karbon



tetrakloridin  hepatotoksisitesi, izopropanolin eklenmesi sonucu, tek basina
kullanildigindaki etkisinden daha siddetli olmaktadir. Antagonistik etkiye ise arsenik,
civa ve kursun gibi metal iyonlarinin dimerkaprolii selatlayarak etkisini azaltmalari

verilebilir (Klaassen, 2001).

1.1.  Su Kirliligi

Su, ekosistemdeki yasamin siirdiiriilmesinde oynadigi rol itibariyle dogal
kaynaklar igerisinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Giines enerjisinin yardimiyla
dunyada bulunan sular hidrolojik déngu icerisinde hareket ederler (Yiksek, 2004).
Karasal ve sucul ekosistemler hidrolojik ¢evrim ve meteorolojik olaylar nedeniyle
birbirleriyle etkilesim igerisindedir (Okusluk, 2008). Yerkiirede yasayan tiim canlilar
tim metabolik faaliyetleri icin ihtiya¢ duyduklart suyu bu hidrolojik dongiiden
karsilarlar ve kullandiktan sonra tekrar ayn1 dongiiye iade ederler. Bu déngu, suyun

belirli bir alanda ve belirli bir miktarda bulunmasini saglar (Yiiksek, 2004).

Giliniimiizde sanayilesme ve kentlesme siirecine bagli olarak, su kullanim ve tiiketim
oranlar1 yiikselmekte, siirdiiriilebilir temiz su kaynaklarina olan ihtiyag her gun biraz
daha artmaktadir. Ote yandan diizensiz ve hatali kullanimlar sonucu tipki durgun
sular gibi, akarsular da fiziksel, kimyasal ve biyolojik bakimdan asir1 derecede
kirletilmektedir. Dogal cevre, ekosistemler ve ekolojik tiirler iizerindeki baskilar
giderek agirlagmakta, yeralt1 ve yeriistii su kaynaklarinin (6zellikle akarsularin) kendi
kendini temizleme ve yenileme yetenekleri geri dontilmez bicimde koreltilmektedir
(Bulut ve Tufekgi, 2005).

Sulak alanlardaki habitat bozulmasi yalnizca fiziksel degisimlerden ibaret
degildir. Niifus artis1 ve kentlesme beraberinde kat1 ve sivi atik sorununu getirmistir.
Endiistrilesme ve tarimsal iiretim teknolojileri bu sorunu daha da agirlastirmistir
(Bulut ve Tufekei, 2005). Her turld insan aktivitesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
cok sayida ksenobiyotik, cesitli yollarla sucul ekosistemlere karisip, yeralt1 ve yer
iistii su sistemleri araciligiyla sulak alanlar (delta, koy, lagiin, gol, deniz gibi ) ciddi
anlamda kirletmekte ve hatta bu alanlarda birikebilmektedirler. Bu kirlenme ve
birikim sonuglari, basta sucul ekosistemlerde yasayan organizmalar olmak iizere, bu
tirtinleri tiiketen insana da yonelik saglikla ilgili ¢ok ¢esitli tehditleri beraberinde

getirmektedir. Bu amacla sucul ekosistemlerin bu tip Kirleticiler tarafindan



kirletilmesiyle meydana gelen olumsuz etkilerin, ne diizeyde oldugunun bilinmesi ve

arastirtlmasina bilimsel yonden ihtiya¢ duyulmaktadir (Okusluk, 2008).

FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu) su kirliligini; “canl
kaynaklara zararli, insan sagligi i¢in tehlikeli, balik¢ilik gibi ¢alismalar1 engelleyici,
su kalitesini zedeleyici etkiler yaratabilecek maddelerin suya atilmasi” seklinde
tanimlarken, Uluslararast Osenografi Komisyonu (IOC), su kirliligini, “insanoglu
tarafindan dogrudan ve dolayli olarak sucul ekosistemlere verilen ksenobiyotik
(metaller, deterjanlar, klor, siyanitler, amonyak, pestisitler, polikorlu bifeniller, petrol
hidrokarbonlari, asitler ve alkaliler) veya enerji sonucunda, su canlilar1 i¢in zararl
olan, insan sagligini tehdit eden, sucul ortamlardaki aktiviteyi degistiren, suyun igme
suyu olarak kullaniminda kaliteyi bozan faktorlerin tiimiidiir” seklinde tanimlamistir

(Uckun, 2011). Bu kirlilik kaynaklar1 Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Sucul ortamlardaki kirlilik kaynaklari.

Kirlilik Kaynagmin Tiir( Kirleticinin Cinsi

Atmosferden gelen kirleticiler
Coziinmiis mineraller

Cirimiis bitkiler

Yagmur sulari

Tarimsal atiklar

Gubreler

Pestisitler

Toprak erozyonu

Yerlesim yerlerinden gelen yagmur sulari
Kentsel s1v1 atiklar

Sanayi s1v1 atiklari

Deniz ulasimi sivi atiklari
Sedimentlerin su ile suriiklenmesi
Oksijen yetersizligi

Tabii Kaynaklar

Tarumsal Faaliyetler

Kullanmilmis Sular

Biriktirme Yapilar

Maden isletmeleri
Diger Kaynaklar e (Cop dokme alanlart




1.2. Pestisitler

1950°de 2.5 milyar olan diinya niifusu, 2000 yillinda 6.1 milyara ulagsmis ve
bu saymin 2050’1i yillarin baglarinda 9.1 milyara (7.7 ile 10.6 milyar aras1) ulasacagi
hesaplanmistir (Sexton vd., 2007; Carvalho, 2006). Diinya niifusundaki bu hizli
artis, tarim arazilerinin kisithh olmasi ve degisen ¢evre sartlar1 ile birlikte gida
maddelerine duyulan gereksinim de yogun bir sekilde artmaktadir ve bu durum
tarimda birim alandan daha yiksek verim ve daha kaliteli Griin elde edilmesini
zorunlu hale getirmektedir. Ancak, diinyada artan niifusa paralel olarak tarim alanlari
genislememektedir. (Canik ve Yiiksel, 2012). Giinlimiizde tarimsal arazilerden
yuksek verim elde edebilmek icin kimyasal maddeler yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Cevrede yaygin olarak kullanilan bu kimyasal iiriinlerden biri de

pestisitlerdir (Delen vd., 2005).

Amerika Cevre Koruma Dairesi (U.S. Environmental Protection Agency,
EPA)’ ne gore tarimsal iiretimi olumsuz yonde etkileyen hagereler, kemiriciler,
mantarlar ve yabani otlar gibi zararlilara kars1 kullanilan gelisim 6nleyici, yok edici,
uzaklagtiric1 ya da sayilarini azaltici etkiye sahip madde ya da madde karigimlari olan
fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlara pestisit denir (Pestisit kelimesi, Latince
kokenli olup pest = zararli, cide = 6ldiiriicii anlamina gelir.) (Klaassen, 2001). Bu
nedenle diinyada farkli kimyasal formulasyona sahip ¢ok sayida madde, her yil
yaklasik 3 milyon ton civarinda iiretilmekte ve 30 milyar dolarlik bir ticari hacim

olusturmaktadir (Meister, 1999).

Sadece hedef secilen zararlilara etkili olmasi arzu edilen pestisitler imalat,
depolama, pazarlama ve kullanilma sirasinda hava, su ve topraga karisarak hedef
olmayan canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir. Buna bir de bilingsiz ve dikkatsiz
kullanim da eklenirse, suda, toprakta, bitkisel ve hayvansal besinler de artan
oranlarda birikirler (Sanli, 1984). Bu olumsuzluklar1 giderebilmek igin ilk
sentezlenen maddelerin daha gilivenilir formlart olan ikinci ve {iglincii jenerasyonlari
sentezlenmistir. Ancak, her pestisitin belli bir toksisitesi vardir ve saglik acisindan
tam guvenceli bir pestisit yoktur (Vural, 2005). Amagsiz, smirsiz, nerede ise
kontrolsliz olarak c¢evremize atilan pestisitler, canlilar1 dldiirmek iizere kullanilan
biyosidal ve toksik kimyasal grubu maddelerdir. Dogal yasamla ilgili

degerlendirmelerde, her tiirlii pestisitin bu 6zelliginin géz Oniine alinmas1 gerekir.



Pestisitlerin hava, su, toprak, yagmur, kar, buz ve sis gibi hemen hemen her tiirlii
cevresel Ogede bulunabilmelerinden dolayi, yeryiiziindeki bUtin organizmalar
pestisitlerden etkilenirler. Amerika Bilesik Devletleri’ndeki bir yasada “ekonomik
zehirler” olarak tanimlanan pestisitler, iiretildikleri tesislerden veya kullanildiklari
alanlardan farkli yollarla alic1 dogal ortamlara ve hatta cok uzak mesafelere ulasarak
ekolojik problemlere neden olmaktadirlar (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Bu
nedenlerden dolay1, dogal kaynaklar1 kirleten pestisitlerin bu ortamlardaki
yasamlarini siirdiiren organizmalar iizerinde ne tiir etkiler olusturacaginin bilinmesi

blyiik 6nem kazanmaktadir.

1.2.1. Pestisit Tarihcesi

Pestisitlerin kullanim1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait
bir papiriis lizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanisina dair
kayitlar bulunmustur. Bilinen ilk pesitisit, Mezopotamya’da yaklasik 4500 y1l 6nce
antik Stmer’de fungusit olarak kullanilan elemental kiikiirt tozudur. Kiikiirtlii
bilesikler giliniimiizde de meyvecilikte yaygin olarak kullanilan pestisitlerdir. 15.
yiizyilda Cin’de arsenikli bilesikler, civa, kursun, krizantem ¢igegi Oziitli ve tiitiin
yapraklar1 gibi dogal kaynakli bilesikler gibi toksik kimyasallar, tarim tirtinlerindeki
zararlilarin oldiiriilmesinde kullanilmiglardir. 17. yiizyilda nikotin siilfat, insektisit
olarak kullanilmak iizere tiitlinden ekstrakte edilmistir. 19. yiizyilda iki dogal pestisit
kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan biri krizantemden elde edilen pyrethrum (pire
otu) ve digeri de tropik bitki olan Derris eliptica koklerinden elde edilen rotenondur
(Miller, 2002). Bu ajanlar, teknolojisi gelistirilmis olarak bugiin de kullanilmaktadir.
Krizantem O0ziitii piretroitler, tiitiin yapraklar1 nikotinoidler ve neonikotinoidler

seklinde ticari olarak satilmaktadir (Klaassen, 2001).

Zararli boceklerin  kontroliinde 1940’1 yillara kadar kullanilan dogal
bilesikler, pahali olan maliyetleri ve kararsiz olmalar1 nedeniyle yerini sentetik
bilesiklere birakmistir. 1940’11 yillarin ortalarinda, boceklere karsi savasta yaygin
olarak kullanilan pestisitlerin sayis1 ve kompleksligi hizla artmustir. Insektisit olan
diklordifenil trikloretan (DDT) ve heksaklorsikloheksan (HCH) ile hormon karakterli
olan herbisitlerden diklorfenoksi asetik asit (2,4-D) ve 2-metil-4-klorofenoksiasetik
asit (MCPA) 1940°1i yillarin sonunda kullanilmaya baslanmistir. Bunlari 1950°1i
yillarda dieldrin ve aldrin gibi insektisitler takip etmistir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).



Artan bilingsiz pestisit kullanimina ve ¢evrede olusturdugu risklere ilk kez
Rachel Carson 1962°de yazdig ‘“Sessiz Ilkbahar’’ (The Silent Spring) adli kitabiyla
elestirel bir bakis agis1 getirmistir. Carson kitabinda; sinirsiz pestisit kullanimina ilk
kez tiim boyutlariyla dikkatleri ¢ekerken ozellikle DDT, dieldrin ve aldrin gibi
organoklorlu pestisitlerin kuslar ve baliklar iizerindeki olumsuz etkilerini
vurgulamistir. Kitapta, DDT ye kars1 direng gelisimi, hedef olmayan tiirler iizerinde
olumsuz etkileri, canlilarin yag dokularinda birikimi gibi konulara deginilmistir.
Ozellikle o donemde kullanimi yaygm organoklorlu bir insektisit olan DDT’ nin
cevre ve toplum saghigi iizerine etkilerinin bilimsel ve duyarli bir dille anlatildig
kitap, kamuoyunda biiyiik yanki uyandirmis, bilimsel anlamda da cevre hareketi
acisindan da hak ettigi yeri almistir. Kitap pestisitle ilgili ¢alismalarda siklikla refere
edilmis ve yayinlanmasindan kisa bir siire sonra da Amerika’da DDT kullanimi

yasaklanmigtir. (Carson, 1962; Yildiz vd., 2005; Agar vd., 1991)

The Guardian gazetesinde ¢evre baskani olan Damian Carrington, 31 Ocak
2013 tarihinde yayinladig1 kdse yazisinda, ar1 popiilasyonlarinin azalmasina neden
olan ve diinyada en yaygin kullanilan ii¢ neonikotinoid insektisitin (klothianidin,
imidakloprid ve thiametoksam) kita ¢apinda kullaniminin Avrupa Birligi tarafindan
yasaklanacagini belirtmistir (Anonim, 2013a). 2006-2007 yillarinda Amerika Bilesik
Devletleri’nde New York’tan Kalifornia’ya kadar 27 eyalette 2.5 milyon ari
kovanindan en az 600 bininde goriilen ve koloni yikim sendromu olarak adlandirilan
arilarin ani yokolusunda bu insektisitlerin etkisi oldugu rapor edilmistir. Baslangicta
arilar1 da kapsayan bir¢cok yararli bocek icin diisiik toksisiteye sahip oldugu
diisiiniilen neonikotinoidler ile (bocek basina 5 ve 4 ng) kontamine olmus polen ve
nektarlarin bile potansiyel bir toksisiteye sahip oldugu giincel yayinlar tarafindan
ileri stiriilmektedir. Bu diisiik diizeydeki maruziyetler (DDT’den 10.000 kat daha
kuvvetli) en oOnemli polinatér grubu canli olan arilarin nektar arama-bulma,
ciceklerin lokasyonlarini 6grenme-hatirlama ve muhtemelen yuva ya da kovanlarina
doniis yollarin1 bulma yeteneklerini kaybetmelerine neden olduklarindan, Avrupa
Gida Giivenligi Kurumu’nun bilimsel raporuna goére neonikotinoidler arilar igin
“yuksek akut riskler” olarak tanimlanmistir ve {i¢ neonikotinoid insektisitin
(klothianidin, imidakloprid and thiametoksam) kullanimini kita ¢apinda 1 Ocak 2013
itibariyle siirlandirilmistir (EFSA, 2013; Goulson, 2013; Hopwood, 2012). Baslica

pestisit tiplerine ait gelisim ve uygulama kronolojisi Cizelge 1.2.”de verilmistir.



Cizelge 1.2. Pestisit gelisim ve uygulama kronolojisi (Ongley, 1996).

Ornek

Kaynak

Ozellik

1800-1920

Ilkin organikler, nitro-fenol,
klorofenol, kreozot, naftalin,
petrol yaglari

Organik kimya, kémiir gazi
Uretimi yan dranleri, vs

Genellikle 6zgiilliigi
diisiiktiir ve kullanici
ya da hedef dis1
organizmalar igin
toksiktir

1945-1955

Poliklorlu organikler ( DDT,
HCCH, Dieldrin, Aldrin,
Lindane,Endin), klorlu
siklodien

Organik sentez

Kalicy, 1yi secicilik, iyi
tarim ozellikleri, iyi
bir halk sagligi
performans,
dayaniklilik, zararh
ekolojik etkileri

1945-1970

Kolinesteraz inhibitorleri,
Organofosfatlar (parathion,
malathion, mevinfos)

karbamatlar (aldikarb,
karbaril, baygon)

Organik sentez, iyi yapi-etKi
iliskileri

Diistik kalicilik, bazi
kullanici toksisitesi,
bazi ¢evre sorunlari

1970-1985

Sentetik piretroitlerden
avermektinler, juvenil
hormon taklitcileri, biyolojik
pestisitler

Rafine edilmis yap1 etki
iliskileri, yeni hedef sistemler

Eksik secicilik, direnc,
yiksek maliyet ve
degisken kalicilik

1985-1990

Genetigi degistirilmis
organizmalar, Biyopestisitler,
Dogal predatorler,
Feromonlar

Faydali bitki ve hayvanlara ve
diger organizmalara biyolojik
pestisit Uretimi icin gen
transferi. Pestisitlerin hedef dis1
etkilerine direnglilik igin
genetik ¢esitlilige sahip bitkiler

Mutasyonlarla ilgili
olasi problemler,
mikrobiyal ekolojideki
bozulmalar,
Uranlerdeki tekelcilik

Tarim zararlilar1 miicadele
teknikleri, Dogal predatorler,
Organik tarim

bitki nobetlesmesi, yesil giibre,
kompost, "biyolojik zararl

kontrolii", toprak iiretkenligini
saglamada mekanik isleme

1.2.2. Pestisitlerin Kirlilige Neden Olma Yollari

Ekosistem ve dogal
yasam i¢in daha az

tehlikeli

Pestisitlerin kirlilige neden olma yollari; yiizey ve yer alti sularina direkt
bulasma, topraga bulagsma, hedef dis1 organizmalara dogrudan bulagma, kalintilar ya
da kalict bilesikler nedeniyle hedef dis1 organizmalara ulagsma seklinde olmaktadir.
Pestisit uygulamalarinda kullanilan miktarin  %0.1’den az bir boélimu hedef
organizmaya ulasirken, diger boliimii ekosisteme karigsmakta ve ekosistemde

siiregelen dengelerin bozulmasina neden olmaktadir (Yildiz vd., 2005) .

Pestisitlerin taginimi ve yeralti sularina karismasinda en Onemli etken,
kimyasal ve fiziksel 6zellikleridir. Pestisitlerin stabilitesi ve diger fiziksel 6zellikleri,
hayvan tiirlerine olan zarar1 belirler. Maddenin yagda ¢oziiniirliikk derecesi, toprak
tarafindan tutulmasi ve hayvanlardaki birikimini belirleyen fakt6rlerden biridir. Suda
¢Oziinlirliigli ve buharlasma yetenegi yiiksek olan pestisitler kolaylikla su dongiisiine

girebilmekte, ¢oziiniirliigii diigiikk ve yar1 Omiirleri yliksek olan pestisitler ise toprak
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partikillerine tutunarak uzun stre kalabilmekte ve zamanla bu cevrelerde
birikmektedirler (Tosun vd., 2001; Tiryaki ve Temur, 2010). Pestisitler toz halinde
uygulandiklarinda, 6zellikle riizgarlarla taginirlar. Uygulama yliksekten olursa c¢ok
kiiciik partikiiller halinde havada asili kalarak ¢ok wuzaklara taginabilirler.
Eskimolarda, kuzey kutbundaki ayibaliklarinda ve Giliney kutbundaki Adelaide
penguenlerinde bile pestisit varligr belirlenmistir. Bu durum riizgar ve su ile
pestisitlerin taginmasinin bir sonucudur (Sekil 1.1.), (Newson, 1967; Woodwell,
1967; Ueda, 1971).

1.2.3. Pestisitlerin Ekolojik Dengeye Etkileri

Bazi pestisitler, kalici veya pargalanmaya direngli 0Ozellikte olmalar
nedeniyle, asir1 ve stirekli kullanilmalar1 durumunda, ekosistemin biyotik ve abiyotik
bilesenlerinde ekosisteme girdikleri andan itibaren giderek artan miktarlarda
aklimiile edilirler. Beslenme yoluyla canlidan canliya gecerek besin zincirinin en
tepesindeki insanlara kadar ulasirlar ve bunun sonucunda en fazla birikimi insanlarda
yaparlar (Sekil 1.1.). Bazen insan ve hayvanlarda meydana gelen bu birikim, tek
dozda bile akut olarak zehirleyebilecek miktarin ¢ok iizerine g¢ikabilmektedir
(Serrano vd., 2004).
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Sekil 1.1. Pestisitlerin dogadaki dongiisii (Giiler ve Cobanoglu, 1997).
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Kalic1 olmalar1 nedeniyle 6zellikle organik klorlu insektisitler, su, yagmur
sular1 veya havadaki yogunlugunun milyonlarca katina varan miktarlarda insanlarin
ve hayvanlarin yag dokularinda birikirler (Ayas vd., 1996). Ekosistemin hassas
dengesi Uzerinde en fazla etkiye sahip olan pestisit, asir1 kullanimindan dolayr DDT
olmustur. Zararli boceklere karst savasim icin kullanilan DDT, yogun kullanildigi
bolgelerde, besin piramidinin en tabanindaki canlidan en tepesindeki canliya dogru
giderek artan oranlarda birikim yapmis ve bunun sonucunda deniz ve gollerdeki
fitoplanktonlarin fotosentez yapmalarii engelleyerek birincil liretimi diisiirmiis ve
besin zincirinde iistlerde bulunan yirtict kuslarin tiremesini engellemistir. Bu sirada
bocek tiirlerinin hepsi tizerinde etkili olan DDT, savasim yapilan bocek tiriyle
beslenen faydali bocekleri de 6ldiirdigi i¢in diismanlarindan kurtulan ve DDT’ye
kars1 direng kazanan bocek tiirli daha giiglii bir sekilde ¢ogalarak daha cok zarar

vermeye baslamistir (Serrano vd., 2004).

Pestisitler, kimyasal yapilar1 geregi toksik olduklarindan, saf olarak
zararlilara uygulanmazlar ve ekosistem agisindan daha az zararli, daha emniyetli ve
daha ekonomik olacak sekilde baz1 yardime1 maddeler ile karistirilarak kullanilirlar.
“Formiilasyon” denen bu fiziksel karigim iginde belli bir yuzdede bulunan pestisit,
“etkili madde” veya “aktif madde” olarak adlandirilir. Bir formiilasyonda bulunmasi
gereken oOzellikler standart metotlar gelistirilerek FAO ve WHO (Diinya Saglik
Orgiitll) tarafindan belirlenir ve genellikle aktif madde, yardimci maddeler,

emiilgatorler ve dolgu maddelerinden olusmaktadir (Cecchine vd., 2000).

1.2.4. Tiirkiye’deki Pestisit Kullanin

Tiirkiye’de tarim ilaci tiiketimi ortalama 40 bin tondur. Bu miktarin % 47’sini
insektisitler, % 24’inii herbisitler, % 16’sin1 fungusitler , % 13’iinii de diger gruplar
olusturmaktadir. Ulkemizde pestisit (zirai ilag) kullanimi1 son on yillik siirecte 54 bin
tondan %27 oraninda azalarak 40 bin tona diismiistiir (Cizelge 1.3.) (Canik, 2012).
Bu pestisitlerin yillik satis tutar1 da yaklasik 230-250 milyon dolardir. Tiirkiye’de
2008 yili sonu itibariyle 4100 adet ruhsatli bitki koruma {iriinii bulunmaktadir.
Ulkemizde ruhsath etkili madde sayisi ise 418 adettir. Ancak AB mevzuati uyum
calismalar1 kapsaminda olumsuz 6zellikleri nedeniyle, 01.01.2009 tarihi itibariyle 75
adet, 31.08.2009 tarihi itibariyle de 49 adet pestisitin imalati ve ithalati
durdurulmustur (Tiryaki ve Temur, 2010). Su anda, Turkiye'de ilk kez
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ruhsatlandirilacak olan tarim ilaglar i¢in kullanilan aktif maddenin AB veya G-8
boylelikle

azaltilmaktadir. Insan saghg igin risk tasiyan tarim ilaclar1 AB ile uyumlu olacak

ulkelerinde ruhsatli olmasi sarti aranmakta, toksikolojik riskler
sekilde kullanimdan kaldirilmis olup, iilkemizde bugiine kadar 181 adet pestisit
yasaklanmistir (Anonim, 2013b). Giinlimiizde ¢evre bilincinin artmasi ile insan
sagliginin, ¢evrenin ve biyolojik cesitliligin korunmasi tiim ¢alismalarda 6n plana
cikmistir. Bu nedenle basta biyolojik miicadele olmak {izere, kimyasal miicadeleye
alternatif yontemlere ve tim yontemlerin biitiinlesmesine, diger bir ifade ile entegre

miicadeleye daha ¢cok dnem verilmeye baslanmistir (Altikat vd., 2009).

Cizelge 1.3. Turkiye'de pestisit tiketim miktarlar1 (kg/L) (Canik, 2012).

- 7
o Z Z = = E o
< = 2 2 Z 7 = TOPLAM
> 7 5 = % 2 2
= = T < S
&
2001 - - - - - 51.200.739
2004 - - - - - - 41.223.053
2005 - - - - - - 43.362.627
2006 | 7.628.215 | 19.899.724 | 6.955.585 | 901.999 | 2.877 | 9.987.399 | 45.375.799
2007 | 21.045.632 | 16.706.631 | 6.668.653 | 966.488 | 50.925 | 3.277.315 | 48.715.644
2008 | 9.250.719 | 17.862.861 | 6.176.508 | 737.123 | 351.095 | 5.613.346 | 39.991.651
2009 | 9.913.897 | 17.395.950 | 5.960.852 | 1.532.728 | 77.610 | 2.302.300 | 37.183.337
2010 | 7.175.831 | 17.545.584 | 7.451.501 | 1.039.739 | 147.404 | 5.343.714 | 38.703.862
2011 | 6.119.933 | 18.123.614 | 7.406.602 | 1.061.609 | 421.426 | 6.977.775 | 40.110.958
2012 | 7.263.617 | 15.525.122 | 7.350.997 | 859.265 | 246.590 | 8.766.030 | 40.011.621

1.2.5. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler ¢cok degisik sekilde siniflandirilmaktadirlar. Bu siniflandirmalarda;
kullanildiklar1 zararlilar, zararlilara etki sekilleri ile etki maddesi gibi kriterler rol
oynamaktadir. Kullanildiklar1 zararli grubu dikkate alinarak etken maddelerine gore

pestisitlerin asagidaki gibi siniflandirilmalar1 yapilmaktadir (Klaassen, 2001):
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A) INSEKTISITLER

(Boceklere kars)
1. Organoklorlu hidrokarbonlar
2. Organofosfatlar

3. Karbamatlar

4. Piretroid (Tip 1 ve I1)
5.DDT

6. Dihidropirazoller

7. Neonikotinoidler

8. Siklodienler

9. Fenilpirazoller

10. Avermektinler

11. Formamidinler

12. Rotenoidler

13. Nikotin

B) AKARASITLER

(Uyuz Bocek ve Parazitlere karsi)
1. Halojen ve Oksijenler

2. Amin ve Hidrozin Turevleri

3. Dinitrofenol ve Esterleri

4. Kukdrtltler

5. Organik kalaylilar

6. Digerleri

C) RODENTISITLER

(Kemirgenlere Karsi)

1. Fluoroasetik Asit Turevleri
2. Tiyotire Bilesikleri

3. Antikoagulantlar

4. Norbormid

5. Cinko fosfid

6. Digerleri
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D) FUNGUSITLER
(Mantarlara Karsi)
a) Koruyucu Fungusitler
1. Bakarlilar
2. Kalaylhilar
3. Kukdartltler
4. Dithiokarbamatlar
5. Phtalimidler
6. Nitro Bilesikleri
7. Digerleri
b) Sistematik Fungusitler
. Anilidler

[EEN

. Benzimidazoller
. Morpholinler

2

3

4. Piperazinler
5. Pyrimidler
6. Triazoller

7

. Digerleri

E) HERBIiSITLER
(Yabani Otlara Karsi)
1. Fenoksi Bilesikleri
2. Benzimidazol
3. Pikolinik Asitler
4. Karbamatlar
5. Klorlu Alifatik Asitler
6. Dinitroamin Analin
7. Anilidler
8. Ure Bilesikleri
9. Triazinler
10. Urasiller
11. Nitrofenoller ve Tirevleri
12. Glufosinat
13. Glifosat
14. Bipiridil Tarevleri



F) MOLLUSITLER
(Yumusake¢alara Karsi)
1. Metal Tuzlar
2. Metaldehit
3. Metiyokarb
4. Digerleri

G) FUMIGANTLAR
1. Karbon tetraklorid
2. Klorpikrin

3. Hidrojen siyanir
4. Metil bromid

5. Etilen oksit

6. Hidrojen fosfit

7. Diklorvos

8

. Digerleri

H) BIiYOPESTISITLER
1. Mikrobiyal Pestisitler
2. Biyokimyasal Pestisitler
3. Bitkisel igerikli Koruyucular
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Etki sekillerine gore pestisitlerin
siiflandirilmasi:

1.

Asetilkolinesteraz (kolinesteraz)
inhibitorleri

2. Kitin sentezi inhibitorleri

3. Ekdizon agonisti
4. GABA bloklayici (-amino batirik

11

12.

13

14.
15.
16.

17.
18.
19.

asit inhibitort)

. Jiivenil hormon analogu (bocek

blylme regulatorleri)

. Antikoagulant
. Glutamin sentetaz inhibit6ra
. Steroit demetilasyon (ergosterol

biyosentezi) inhibitori

. Protoporfirinojen oksidaz inhibitdri
10.

RNA-polimeraz inhibitori

. Tiyol reaktant1

Protein sentezi inhibitoru

. Fotosentetik elektron tagima
inhibitori

Mitokondriyal solunum inhibit6r
Sodyum kanallarinin inhibisyonu

Nikotinik aseilkolin
reseptorlerinde aktivasyon

Lipid sentezinin inhibisyonu
Spesifik enzim inhibisyonlari

Hiicre membran yapisini bozucu



1.3.  Toksik Etkileri Degerlendirilen Pestisitler
1.3.1. Neonikotinoidler

Neonikotinoidler, yapisal olarak nikotine benzerlik gdsteren ve ayni etki
mekanizmasina sahip insektisit bilesiklerini kapsamaktadir. Kimyasal yapilar
nikotin disinda  6-kloro-3-piridinil grubu, bunlarin imin metabolitleri ve
analoglarindan olusur (Tomizawa vd., 2001a). Insektisit aktivitesi olan ve nAChR
(nikotinik asetilkolin reseptdrl) agonistlerine anolog &zelligi tasiyan nithiazin
(1970’lerin baslarinda Shell tarafindan gelistirilmis nitrometilen grubu bilesik)
neonikotinoid insektisitlerin gelistirilmesinde oncii olmustur (Jeschke ve Nauen,
2008).  Agonist, hiucre reseptorlerine  normalde  baglanmasi  gercken
norotransmitterlere benzer etkinlik gosteren ve fizyolojik aktivitelerini uyaran madde
olarak tanimlanir. 1980’11 yillarda gelistirilen neonikotinoidler, son 30 yilda tiim
diunyada homopterler, hemipterler ve sifonapterler gibi tarim zararlilarina ve evcil
hayvanlarin dis parazitlerine karst miicadelede kullanilan ve yiiksek secici
toksisiteleri olan noroaktif sentetik insektisitlerin en Onemli yeni smifidir.
Neonikotinoid insektisitlerin ilki, 1985 yilinda Bayer tarafindan patenti alinan ve ilk
kez ticari olarak 1990°l1 yillarin baglarinda marketlerde satisa sunulan
imidacloprid’dir (Goulson, 2013). 2006 yilinda neonikotinoid ailesinin diinya
genelindeki yillik satig tutart 1.56 milyar dolardir ve global insektisit miktarinin

%17’sini teskil etmektedir (Jeschke ve Nauen, 2008).

Organofosforlu, organoklorlu, metilkarbamatlar ve piretiroitler gibi sentetik
insektisitler, dogada ve canlida yiiksek kalict olmasi yani yar1 Omiirlerinin fazla
olmasi, lipofilik 6zelliklerinin yiiksek olmasi, pargalandiklarinda ana bilesikten daha
toksik tirtinlere dontisebilmeleri, direngli populasyonlarin ortaya c¢ikmasinda rol
oynamalari, hedef olmayan organizmalar1 etkilemeleri gibi 6zelliklerinden dolay1
yasaklanmalar1 artmis ve neonikotinoid insektisitler daha genis kullanim alani
bulmustur (Tomizawa ve Casida, 2003; Beketov ve Liess, 2008a; Kocaman ve
Topaktas, 2007). Ciinkii neonikotinoidler, genellikle boceklere oranla memeli ve kus
gibi homoitermal hayvanlarda ve baliklarda daha diisiik akut ve kronik toksisiteye
sahiptirler (Tomizawa ve Casida, 2005). Ayrica, tarim zararlilarinda daha az
direnglilik  gelisimi  meydana  getirmektedirler ~ (Puinean vd., 2010).
Neonikotinoidlerin suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmalar1 ve ugucu olmamalari,

dogada hareketli olmalarin1 saglasa bile kaliciliklarini kisitlar ve hedef disi
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organizmalarda uzun siireli etkilerini azaltir (Barbee ve Stout, 2009). Ancak,
potansiyel olarak yiizey sularinda birikebilme 06zelligine sahip olan
neonikotinoidlerin yiiksek miktarlarda dogada kullanilmalar, ylizey sularina
karigma, birikme ve bdylece bdcek, kabuklu, amfibi ve balik gibi hedef olmayan
sucul organizmalarda toksik etki gdsterme olasiligini artirmaktadir (Tisler vd., 2009).
Ayrica, bu insektisit grubunun sucul organizmalar iizerine olan etkileri ilgili

calismalar oldukca sinirlidir.

Asetilkolinesteraz enzimi ve voltaj kapili sodyum kanallarindan sonra,
insektisitler i¢in en 6nemli hedef bolgeleri olan nAChR’leri, omurgalilarda bes alt
tinitenin (al- al0, 1B-4P, v, 9, €) cesitli kombinasyonlarda merkezi bir iyon kanali
etrafinda simetrik olarak dizilmesi sonucu olusan ve yaklasik olarak 280 kDa
molekiiler agirliga sahip glikoproteinlerdir. (Nauen vd., 1999; Liu vd., 2010) Her bir
alt linite M1, M2, M3 ve M4 olarak adlandirilan dort transmembran proteine sahiptir.
M2 alt {initesi iyon kanalinin liimelini astarlar ve iyon kanal blokerleri i¢in baglanma
bolgelerini igerir (Sekil 1.2.), (Tomizawa ve Casida, 2001b, Arias, 1997; 2000;
Corringer vd., 2000; Chamaon, 2002).

v. Kassal nAChR
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Sekil 1.2. Omurgali nAChR’lerinin fonksiyonel yapilanmasi, ¢esitliligi ve kolinerjik
sinaps boyunca ndérotransmitter iletimi (Tomizawa ve Casida, 2001b).

Neonikotinoid insektisitler, N-nitroguanidinler (imidacloprid, thiamethoksam,
klothianidin ve dinotefuran), nitrometilenler (nitenpiram) and N-siyanoamidinler
(asetamiprid ve thiakloprid) olmak tizere 3 kimyasal grupta siiflandirilir (Sekil
1.3.), (Watanabe, 2012; Matsuda vd., 2001, Jeschke vd., 2011).
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Sekil 1.3. Nikotin ve nitrometilen (C = CHNOy), nitroguanidin (C = NNO>) ve
siyanoamidin (C = NCN) yan gruplarina sahip neonikotinoid insektisitlerin kimyasal
yapilar1 (Watanabe, 2012; Matsuda vd., 2001).

Neonikotinoidler, hem memelilerde hem de boceklerde post-sinaptik
membranda bulunan nikotinik asetilkolin reseptdriine (nAChR) baglanarak agonist
etki gosterirler. Bocek ve kuslar i¢in yiiksek toksisiteye sahip olan neonikotinoid
insektisitler, memeli ve sucul organizmalarda daha diisiik toksisite gosterirler. Fakat
bu calismada kullanilan ve bir neonikotinoit grubu insektisit olan thiakloprid’in
Xenopus laevis karsi da toksik oldugu belirtilmistir (Yamamoto and Casida, 1999;
Tomizawa ve Casida, 2003; 2005). Memelilerdeki nAChR’ii yapisal olarak
boceklerdekinden ¢ok az farklilik gostermektedir. Bunun nedeni, AChR’lerin yapisal
olarak farkli alt {initelere sahip olmalar1 ve neonikotinoidlerin nAChR’ler {izerindeki
farkl1 baglanma bolgelerinden kaynaklanmaktadir. Neonikotinoid insektisitlerin

memeli sinir sistemindeki reseptorlere baglanmalart nAChR’iin a4/B2 yiizeyinde
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olmaktadir ve boceklerde de buna benzer bir yiizey bulunmaktadir (Casida ve
Quistad, 2004). Postsinaptik nAChR’e neonikotinoitlerin baglanmasi sonucu,
kolinerjik sinapslarda sinyallerin diizensiz artisina ve bunun sonucunda impuls
iletiminin tamamen bloke edilmesine neden olmaktadir. Bdceklerde neonikotinoit
zehirlenmesinin belirtileri, motor ve lokomotor aktivitelerde azalmalar, duzenli
olmayan abdominal titreme, kanatlar1 germe, siddetli viicut sarsintisi, halsizlik,

koordinasyon bozuklugu, fel¢ ve sonunda 6liim seklinde gozlenir (Kocaman, 2007).

Neonikotinoit grubu insektisitlerin  giivenirliligi, kismen bdoceklerin
nAChR leri iizerindeki giiglii etkilerine ve omurgalilarin ndronal reseptorleri ile zayif
etkilesimlerine baglidir. Neonikotinoid insektisitler iizerinde biyolojik etkiden
sorumlu farmakofor adi verilen elektronegatif bir kisim mevcuttur ve bocek
nAChR’lerinin  0zel alt {initeleri tarafindan yiiksek segicilikle taninirlar.
Imidakloprid, thiamethoksam, klothianidin ve dinotefuran pestisidlerinde farmakor
bolge olarak nitroguanidine kisim; nithiazine ve nitenpyram pestisidlerinde
nitrometilen kisim; thiakloprid ve asetamiprid pestisidlerinde ise siyanoamidin kisim
gorev yapmaktadir. Neonikotinoidlerin omurgalilardaki toksik etkileri, sahip
olduklar1 farmakor bolgeleri ile beyinde bulunan nAChR’lerinin a4/B2 alt tnitelerine
baglanma ilgileri ve uyarict etkisi ile karsilikl iliskilidir. Neonikotinoid insektisidler
ve analoglarinin etkileri nAChR alt tiplerine gore degisebilir (Tomizawa ve Casida.,
1999; 2000; 2003; 2005; Tomizawa, 2004; Vo vd., 2010). Neonikotinoidlerin
biyotransformasyonlar1 biiyiik 0lciide detoksifikasyon baz1 durumlarda ise
biyoaktivasyon mekanizmalarinmi igerir ve ilk olarak oksidasyon ya da rediiksiyon
tepkimeleri ile bagslar. Neonikotinoitlerin biyotransformasyonlarinda 6nemli rol
oynayan enzimler, karaciger mikrozomal CYP450’ler ve sitozolik aldehit
oksidazlardir (Kocaman, 2007). Pek ¢ok neonikotinoit metabolik degisimlere maruz
kalir ve kalinti olarak toksik metabolitler olusturabilir. Fakat bazi durumlarda
neonikotinoitlerin kalintilar1 ana bilesik de olabilir. Metabolizmalar1 sonucunda
nAChR segiciligi, bilesige bagl olarak artar veya azalir. Ornegin IMI'nin desnitro
metabolitleri (DN-IMI) bocek nAChRIeri icin detoksifikasyon urinu iken memeli
nAChRleri i¢in aktif tirevlerdir (Honda vd., 2006).
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1.3.1.1.  Thiakloprid

Ticari olarak biiyiik basar1 saglayan neonikotinoid insektisit ailesinin yeni
uyesi Thiakloprid (THI), (Z)-N-{3-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-1,3-thiazolan-2-
yliden}cyanamide (IUPAC), 2003 yilindan beri Bayer Crop Science tarafindan
uretilmektedir. Molekul formili C10HoCIN4S ve molekil agirligr 252.73 g/mol’ddir.
Topraktaki yarilanma omrii 1-4 glndir ve degradasyonu mikrobiyal yolla olur.
Aerobik kosullarda tamamiyla metabolize edilerek hizli bir sekilde CO2’e indirgenir.
Arazi caligmalari, uygulamadan yaklasik 100 giin sonra ana bilesigin toplam
%2’sinin ekstratta kaldigin1 gostermistir. YRC 2894 amid (ilkin kimyasalin %
74’tiniin degredasyonu sonucu olusan amid tiirevi) ve YRC 2894 sulfonik asit (ilkin
kimyasalin % 20’sinin degredasyonu sonucu olusan siilfonik asit tiirevi) olmak iizere
sadece iki ana metaboliti vardir. YRC 2894 siilfonik asit metaboliti, ana bilesige gore
daha direngli ve taginabilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenlerden dolayi, thiakloprid,
yagmur sonrasi ylizey sularmi kontamine edebilir (EPA, 2003; Beketov and Liess,
2008b). Thiakloprid, suda oldukca ¢Ozindrdir (184-186 mg/L) ve aerobik sucul
ortamlarda yarilanma omrii 10-63 giin; anaerobik sucul kosullarda 1 yildan fazla; su
sediment sisteminde ise 11-27 giindiir. Bu nedenle bu kimyasalin direngli oldugu
diistiniilmemektedir. Yeralti sularina ulasabilme potansiyeli *“orta-diisiik” olarak

kabul edilir (European Commission 2004). Thiakloprid’in molekiiler yapis1 Sekil

N-CN
A
AN N S
/O/\ -
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Sekil 1.4. Thiakloprid’in molekiiler yapis1

1.4.'de verilmistir.

2007 yilinda 50°den fazla iilkede tescillendirilmistir. T.C. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Midirliigii'niin yayinladig
istatistiklere gore 2011 yilinda saf halde 15,716 kg satis1 gerceklestirilmistir.
Ulkemizde her tirli meyve ve sebze vyetistiriciliginde kullanimi yaygindir. Diger
bitiin neonikotinoid insektisitler gibi thiakloprid de nAChR agonisti olarak sinir
sistemine etki eder. Thiakloprid, postsinaptik ndrondaki asetilkolin’i (ACh) taklit
ederek nAChR’e geriye doniisiimsiiz olarak baglanir ve asetilkolin esteraz (AChE)

tarafindan parcalanamadigi i¢in kontrollii sinaptik iletimin kesilmesine neden olur.
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Bunun sonucunda, postsinaptik ndronda ve sinir sisteminde asir1 olarak uyarilmaya,
felce ve hatta 6liime neden olmaktadir (Jeschke vd., 2001; Langer-Jaesrich, 2010;

Tomizawa ve Casida, 2005).

Neonikotinoidler, fizyolojik pH diizeylerinde protonlanmamis olduklarindan,
omurgalilarin nAChR’lerine daha az ilgi duyarlar ve diislik akut ve kronik toksisite
gostermektedirler. Ancak, simdiye kadar arastirmasi yapilmis neonikotinoidler
arasinda thiaklopridin baliklar i¢in nispeten yiiksek diizeyde toksisite sergiledigi
bulunmustur. 96 saatlik thiakloprid uygulamalar1 sonucu Danio rerio’da LCso degeri
19.7 mg/L bulunurken, Oncorhynchus mykiss’de 30.5 mg/L olarak rapor edilmistir
(Schmuck, 2001; Osterauer ve Kéhler 2008).

1.3.2. Strobilurinler

Strobilurinler, etki bigimleri yeni gelistirilmis tarimsal fungusitlerin dnemli
bir simfidir. Isimleri, Strobilurus cinsi mantarlardan gelmektedir. Strobilurinlerin
gelisimine f-metoksiakrilik asidin dogal fungisidal tiirevleri onciiliik etmistir. En
basit ornekleri, Strobilurin A, oudemansin A ve miksotiyazol A’dir. Dogal
strobilurinler, Basidiomycetes sinifina ait Oudemansiella mucida ve Strobilurus
tenacellus tiirlerinde tanimlanmustir. Bu tiirlerin s1v1 kiiltiirlerinden izole edilmis olan
bu drtnler, funguslarda sikimik asit dongiisii araciligiyla fenilalaninden sentez
edilirler. Bu kimyasallarin  ¢ogu, {retildikleri organizmalarin  varliklarini
stirdiirebilmeleri i¢in gereklidir. Dogal strobilurinler, maya ve filamentli funguslara
kars1 oldukca aktif iken, bakterilere karsi inaktiftirler. Bu bilesikler, yapilarindaki
konjuge alken kismindan dolay1 fotodegradasyona ugrayabilen nispeten zayif
fungusitlerdir. Buna ragmen, ticari olarak tarimsal uygulamalarda kullanilacak daha

istikrarli ve daha giiclii sentetik fungusitlerin gelistirilmesine Oncii olmuslardir
(Balba 2007; Bartlett vd., 2002).

Sekil 1.5. Strobilurinlerin temel yapilari.

21



Biitiin dogal strobilurinler, methyl (E)-3-methoxy-2-(5-phenylpenta-2,4-
dienyl) acrylate yapisimi tasirlar (Sekil 1.5.). Cesitliligi, 3. ve 4. pozisyondaki
aromatik halka degisimleri saglamaktadir. Yapi1 ile aktivite arasindaki Onemin
anlasilmasi, 6nciil molekiillerde optimizasyon ¢alismalarini baslatmistir. Istikrarli
olmayan zayif yan zincirlerin daha istikrarli ve giiclii yan zincirlerle modifikasyonu,
cesitli sentetik strobilurin analoglarinin gelistirilmesine yardimci olmustur. Sentetik
strobilurinler, yan =zincir modifikasyonu ile gelistirilmis fotostabilite o6zelligi
kazandigindan, B-methoxyacrylate farmakoforu sayesinde dogal strobilurinler gibi

biyolojik aktivite gosterirler ( Sekil 1.6.) (Hiiter, 2011).

Yan Zincir 0 (o Aromatil Halka
P Degisimleri
o
OMe
Strobilurin A % Farmakofor

Sekil 1.6. Sentetik strobilurin analoglarinin sentezine onciililk eden yan gruplar.

Genis spektruma sahip ¢evre dostu strobilurin fungusitler, yenilikci etki
modu, yiiksek segici toksisiteleri ve verimi artirmadaki performanslar ile diger
fungusitlere gore Onemli avantajlar saglarlar. Satiglart ilk kez 1996 yilinda
azoksistrobin ile baslayan strobilurin grubu fungusitler, 5 yil igerisinde ortalama
%15.7 oraninda biiyiime gostermis ve 2007 yilinda diinya genelindeki yillik satis
tutart 1,636 milyar dolara ulagmistir. Gelisimlerinden 20 yil sonra 16 strobilurin
icerigi piyasaya sunulmustur ve kiiresel iirlin korumanin hizmetine sunulmayi
bekleyen strobilurin tabanli iriinler ile strobilurin-karisim {irlinleri daha fazla kayit

kazanmustir (Barlett vd., 2002).

1.3.2.1. Strobilurinlerin Etki Mekanizmasi

Strobilurinler, mitokondri i¢ membraninda bulunan ve elektron tasima
sisteminin bir elemani olan sitokrom bcy enzim kompleksinin (Kompleks Il1: integral
membran protein kompleksi) kinol (ubikinol) oksidasyon (Qo) bdlgesine baglanarak
sitokrom b ve sitokrom c; arasindaki elektron transferini bloke eder. Redukte
NADPH oksidasyonunu ve ATP sentezini engelleyerek funguslarda hicresel
solunumu sekteye ugratir. Enerji tiretiminin durmasi, fungusun 6limine neden olur.

Strobilurinler, fungal sporlara misellerden daha duyarlidir. Bu sinifa ait kimyasallar,
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fungisidal etkilerini, hizli bir sekilde fungal yasam dongiisiiniin ilk basamagi olan
sporlarin ¢imlenme asamasinda gosterirler (Bartlett vd., 2002; Balba 2007;
Fernandez-Ortufio vd., 2010).

Sentetik  strobilurin  fungusitler, genellikle diisiik toksisiteye sahip
olduklarindan, smirli dozlarda kuslar, memeliler ve arilar icin toksik degillerdir.
Ruhsatlandirma igin gerekli standart laboratuvar ¢aligmalarina gore strobilurinler,
sucul canlilar i¢in farkli toksisiteye sahiptirler. Sentetik strobilurin tirevlerinde
metominostrobinden azoksistrobin, kresoksim-metil, pikoksistrobin, trifloksistrobin
ve piraklostrobine dogru gidildikge sucul organizmalar igin artan toksisite
gosterdikleri ve bunun sebebinin artan lipofilik o6zelliklerinden kaynaklandigi
bildirilmistir. Yiiksek lipofilik 6zellige sahip bilesikler, sucul canlilar tarafindan
bliyiik Ol¢iide alinirlar ve benzer toksisiteye sahip diisiik lipofilik 6zellik gdsteren
bilesiklere gore daha toksiktirler. Baliklarla yapilan akut toksisite ¢alismalarinda, etki
siiresinin ¢ok kisa oldugu ve biitiin toksisitenin birka¢ saat i¢inde gerceklestigi ve

sonrasinda ise artis gostermedigi belirlenmistir (Barlett vd., 2002).

1.3.2.2.  Trifloksistrobin

Trifloksistrobin (TFS), methyl (E)-methoxyimino-{(E)-a-[1-(a,a,a-trifluoro-
m-tolyl)ethylideneaminooxy]-o-tolyl}acetate (IUPAC), 2000 yilindan beri Bayer
Crop Science tarafindan iiretilmektedir (Sekil 1.7.). TFS, suda ¢oziintlirligi 0.61
mg/L’dir ve sicaklifa bagl olarak nétralden alkaline kadar bircok pH araliginda
hidrolize olur. Bu kimyasalin suda degredasyonu temel olarak biyolojik ve fotolitik
stirecler sonucu meydana gelmektedir. Trifloksistrobin (TFS)’in, kuslar, memeliler,
arillar, diger yararli bocekler ve toprak solucanlar1 igin toksik olmadig
disiiniilmektedir. Ancak, hedef olmayan sucul canlilar i¢in yiiksek diizeyde
toksisiteye sahiptir. Ornek olarak, TFS’nin Bufo cognatus iribaslari icin LCso degeri
40 pg/L olarak belirlenmistir (Belden vd., 2010). Bir tathh su balig1 olan
Oncorhynchus mykiss’in TFS’ne 96 saatlik maruziyeti sonucu, ortalama letal
konsantrasyon (LCso) araligi 15-78 pg/L iken, bir deniz kabuklusu olan Mysidopsis
bahia icin ortalama etkili konsantrasyon (ECsp) araligi 9-34 pg/L olarak bulunmustur
(APVMA, 2000). TFS, sucul ortamlarda seyrek olarak bulunur (Battaglin vd., 2010).
Su ve toprakta hizli yikildiklarindan, ¢evredeki yarilanma omiirleri suda 2, toprakta

15-55 giindiir. TFS, degradasyon sonrasi birinci dereceden asit metabolitine (CGA-
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321113) ve bir seri izomere doniisiir. Uygulama sonrast TFS’nin yaklasik % 80’1,
temel metabolit olan CGA-321113 donigiir. Topraktaki yarilanma omrii 301 giin
olan CGA-321113, suda ¢oziiniir (30,9 ppm) ve tasmabilir 6zellige sahiptir. Yer alt1
sularina ulasabilme potansiyeli olan bu metabolit, hidrolize direnclidir ve yaklasik 1
m derinlikteki toprak profilinde tespit edilmistir. Sucul organizmalar, yuzeye
puskiirtme, atmosferik taginim, yagmur sulari ve uygulama sirasinda arazi iizerinde
bulunan hayvanlarin hareketleri gibi yollarla tasinarak, TFS’in suda ¢ozinlr bir
metaboliti olan [(E,E)-trifloksistrobin asit]’e maruz kalabilirler (Banerjee vd., 2006;
EPA, 2002).

CzoI‘[ 19F3N204 3 408 .4 gf]IlOl

Sekil 1.7. Trifloksistrobinin molekiler yapisi.

1.4.  Biyoindikatorler

Her tlirli insan faaliyetleri sonucu ortaya c¢ikan metal ve pestisit gibi
ksenobiyotiklerin etkileri ve neden olduklar1 maruziyetin Cesitli molekuler
yaklasimlar kullanilarak 6lgllebilmesi nedeniyle biyoindikatorler (biyolojik
goOsterge) buyuk 6nem arz etmektedir (Kazanci ve Girgin, 1998; Gadzata-Kopciuch
vd., 2004). Biyoindikatorler, bir ekosistemdeki organizma ve organizma
birlikteliklerinin saglik durumunu degerlendirmeye ve ekosistemlerindeki bir
problemin gostergesi olan degisimlerin belirlenmesine yardimer olur ve olusan bu
yanitlar gevresel riskleri dnlemek igin erken bir uyart sistemi olusturur. Biyolojik
yanit, molekiiler, hiicresel ve fizyolojik yanitlardaki farkliliklardan davranis
degisikliklerine kadar olan tiim degisimleri kapsar. Cogu zaman toksik madde(ler)in

miktari ile s6z konusu yanit arasinda dogrusal bir iligski vardir (Karaca, 2010).

Molekdler, hiicresel ve hatta tim canli gibi ¢esitli biyoindikatér modelleri
bulunmakta olup, bazilar kirleticilere spesifik, bazilar1 ise kirlilik ve dogal stress

kaynaklarinin durumuna gore cevaplarinda degisiklik gostermektedir (Kenan, 2007).
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Biyoindikator kullanilmasinin en o6nemli nedeni, Kkirleticilerin biyolojik
etkileri hakkinda bilgi vermesidir. Biyoindikatorler kirleticilerin toksik etki
mekanizmalarinin  anlagilmasim1  saglarlar.  Coklu  biyoindikatér yanitlarinin
taranmastyla, organizmanin toksik maddeye maruziyeti ve sonuglar1 hakkinda 6nemli

bilgiler elde edilebilmektedir (Karaca, 2010).

Biyolojik indikatorler ii¢ temel gruba ayrilmaktadir (Kazanci ve Girgin,

1998):

1. Indikatér tiir veya belirtici tiir: Indikator tiir, ekolojileri bilinen tiirler olup
ekosistemde azalmalar1 veya ¢ogalmalari ekosistem iizerine bir ¢ok etmenin (iklim

degisikligi, ¢esitli kirleticilerin ortama karigmasi gibi) baskisini gosterir.

2. Biyomonitorler: cevrelerinden belli bir sire icinde belli toksinleri viicuda
alan ve dokularinda biriktiren bitki ve hayvan tiirleridir. Bu tiirlerin ortamdaki
varliklarinin saptanmasi ile pasif olarak kullanimlar1 ortamin kosullar1 hakkinda bilgi

verir. Hassas ve biriktirici biyomonitorler olmak iizere ikiye ayrilir.

3. Test Organizmalari: Bunlarin ekosistem c¢alismalarinda kullanimlari
sinirlidir. Test organizmalar1 ile yapilan deneylerle bu organizmalarin belli
maddelerle birlikte ayni ortamda bulunabilmeleri denenerek c¢esitli testlerin

standardizasyonu saglanir.

Biyoindikator olarak kullanilabilecek organizmalar; bakteriler, protozoalar,
bentik algler, likenler, ¢esitli omurgasizlar, makrofitler, amfibiler, baliklar ve

kuslardir (Kazanci ve Girgin, 1998).
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1.4.1. Sucul Ekosistemlerin Biyoindikatort Olarak Xenopus laevis
1.4.1.1.  Xenopus laevis

Diinya capinda yaklasik 7113 tiirle dagilim gosteren amfibilerin 6274 tiirii
Anura (kuyruksuz kurbaga) ordosuna aittir. Diinya Koruma Birligi, tehdit altindaki
amfibi tdrleri %30.5 olarak listelemistir. Buna neden olan mevcut kosullarin devam
etmesi durumunda bu saymin giderek artacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, diinya
capinda bir¢ok bilim adami, son yirmi yilda azalan amfibi popiilasyonunun endise
verici oldugunu belirtmislerdir. Amfibi azalisindaki asil nedenlerden birinin,
pestisitlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Amfibiler bir¢ok yolla pestisitlere
maruz kalabilirler. En yaygin maruz kalma yolu, tarimsal aktivitelerdir. Dogal
habitat, araziyi korumaya yonelik yapilan tarimsal uygulamalar, zirai ilaglama
nedenli kirlenme ve artan kimyasal parcalanma gibi cesitli yollarla etkilenebilir.
Dogal kurbaga popiilasyonlar {izerine yapilan biyoizleme calismalar popiilasyon
azalis1 ile tarim arazilerine yakinlik arasinda iliski oldugunu gostermektedir.
Ozellikle, sulak alanlarin kiyr bolgelerinde yasayan metamorfoz sonrasi amfibi

gruplari pestisitlere maruz kalabilirler (Glingdrdi, 2013).

Guney Afrika tirnakli kurbagasi, Xenopus laevis, 1802 yilinda Fransiz doga
bilimci ve zoolog Francois Marie Daudin tarafindan teshis edilmis ve “diiz kara
kurbagas1” olarak tanimlanmistir  (Sekil 1.8.) (Green, 2010). Tiriln
tanimlanmasindan bugiine kadar, cesitli adlar verilmistir. Daudin, derisinin yumusak
olmasi ve kara kurbagasina benzemesinden dolayi, bu hayvana latince Bufo laevis
adin1 vermistir. Xenopus anotomisinde daha sonra yapilan ¢alismalar, Pipidae olarak
bilinen dilsiz kurbaga ailesine ait oldugunu gostermistir. Deri yapist bakimindan su
kurbagasina, ciftlesme 06zelligi bakimindan kara kurbagasina benzetilen Xenopus,
genellikle Giiney Afrika tirnakli kara kurbagasi olarak adlandirilsa da bunun kara
veya su kurbagasi olup olmadigi halen tartismalidir. Garip ayak anlamina gelen
Xenopus adi ilk kez Wagler (1827) tarafindan verilmistir. Bu turin Greme
habitatlarina ait ilk bilgiler, 1890 yilinda bu hayvam ilk kez dogal ortaminda
inceleyen J.M. Leslie tarafindan verilmistir. Ilk kez Beddard (1894) tarafindan
Xenopus’da yumurta dokme ve iribas olusumu goézlenmistir. 1913 yilinda ise Dreyer
tarafindan Xenopus anotomisine (gerek ergin gerek larva) ait ilk ayrintili incelemeler

yapilmistir. Bu sayede, takip eden 30 yil boyunca Avrupa ve Kuzey Amerika’daki
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laboratuvarlarda Xenopus’un yaygin bir sekilde kullanimi saglanmigtir. 1930 ile 1960
yillart arasinda biyoloji, endokrinoloji ve biyokimya dallarinin gelisimine yonelik
onemli bir hayvan modeli haline gelmistir. 1940’larda, hamilelik testi araci olarak
hastanelerde yaygin bir sekilde kullanilmistir. 1980°1i yillarin baslarinda, ¢evresel
kirleticiler ile diger maddelerin embriyonik mortalite, gelisim hizi ve malformasyon
uzerine etkilerinin degerlendirilmesinde rol oynayan FETAX (Frog Embryos
Teratogenesis Assay: Xenopus—Kurbaga Embriyosu Teratojenite Deneyi: Xenopus)
standart laboratuvar sistemi gelistirilmistir. Bugiin Xenopus, embriyoloji, toksikoloji,
hicre biyolojisi, fizyoloji, biyokimya ve biyomedikal ¢alismalarinda yaygin olarak

kullanilan omurgali hayvan modelidir (Green, 2010).

Biyolojisi iyi bilinen Xenopus, diinyanin her yerinde laboratuvar kosullarina
iyl adapte edilmis olan bir amfibi tiiriidiir. Genellikle embriyolar1 ve iribaslari,
teratojenite ve gelisim inhibisyonu ile ilgili toksikolojik arastirmalarda yaygin olarak
kullanilan bir test organizmasidir (Prati vd., 2000). Bu kurbaga tiirii kullanilarak
cesitli ¢evresel Kkirleticilerin, canlilarin gelisim evreleri tizerindeki etkileri test
edilebilmekte ve aym1 zamanda sucul ekosistemler {izerinde kirleticilerin etkileri

degerlendirilebilmektedir (Olivera vd., 2008).

Kloak
Lateral

Cizgi

Sekil 1.8. Xenopus laevis tiirii kurbagalara ait disi () ve erkek (') bireyler.
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1.4.1.2.  Xenopus laevis Sistematigi

Guney Afrika’nin giiney ucundan kuzeydogusuna kadar uzanan ve Sahra alti
Afrika bolgesi olarak da adlandirilan cografik alanda yayilim gosteren Xenopus

laevis’in sistematigi asagida gosterilmistir (Birhanli, 2003; Anonim, 2013c).

Domain : Eukaryota - Whittaker & Margulis, 1978

Alem : Animalia - C. Linnaeus, 1758

Altalem : Bilateria - (Hatschek, 1888) Cavalier-Smith, 1983
Brans : Deuterostomia - Grobben, 1908

Infra alem : Chordonia - (Haeckel, 1874) Cavalier-Smith, 1998
Sube : Chordata - Bateson, 1885

Alt sube : Vertebrata - Cuvier, 1812

infra sube : Gnathostomata - Jawed

Siiper sube: Tetrapoda - Goodrich, 1930

Simif : Amphibia - Gray, 1825

Alt simf : Lissamphibia - Haeckel, 1866

infra simf : Lissamphibia

Takim : Anura - (Fischer von Waldheim, 1813) Gray,1825
Alt takim : Archeobatrachia

Super aile : Pipoidea

Aile : Pipidae - Gray, 1825
Altaile  : Xenopodinae
Cins : Xenopus - Wagler, 1827

Tiir adi  : Xenopus laevis (Daudin, 1802)

1.4.1.3.  Xenopus laevis’in Morfolojisi ve Anatomisi

Diger kurbaga tiirleri ile karsilastirildiklarinda, Xenopus, dorsaventral yassi
olup, koyu tenli (yesilimsi-sari-gri) bir govdeye sahiptir. Arka bacaklar ¢cok uzun
olup, parmaklart arasinda zar bulunmaktadir ve 5 parmaktan sadece ii¢iinde besin
parcalamaya, camurdaki bocekleri ¢ikarmaya, estivasyon sirasinda ¢amuru kazmaya
yarayan siyah tirnaklar bulunmaktadir. Daha kisa ve perdesiz olan 6n ayaklar,
besinin agiza yonlendirilmesinde ve c¢iftlesme esnasinda erkegin disiye
baglanmasinda kullanilir ve 4 parmaga sahiptir. Kisa 6n ayaklar ile arka uzun

bacaklar, kara kurbagalarinin aksine lateral bir agilim gosterirler. Bu yass1 anatomik
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yapt ve gorinim hayvanin ylizmesini kolaylastirir. Xenopus’un tamamen suda
yasadigr g6z Oniinde bulunduruldugunda bu o6zellikler onun i¢in avantaj saglar

(Green, 2010; Allaerts vd, 1997).

KUfli bir kokuya sahip yumusak ve stimiiksii derisi, bagka canlilar i¢in toksik
etkiye neden olmaz. Derisindeki mukus tabakasi, patojenlere ve asinmalara karsi
koruyucu bir bariyer gorevi goriir. Govdesi gibi yass1 kii¢iik bir kafatasina sahip olan
Xenopus, karada yasayan diger kurbagalara gore, daha kii¢iik ve daha az belirgin

gozlere ve korelmis yuvarlak bir buruna sahiptir.

Diger amfibilerin aksine, akciger / viicut biiytlikliigli orani ¢ok daha biiyiiktiir.
[ribaslar (tadpol), yumurtadan ¢ikmasina paralel olarak ¢ok erken evrelerde gelisim
gosteren akcigerler, su derinliginin ayarlanmasinda larvalara yardimci olmaktadir.
Diger amfibilere gore, hem iribas hem de ergin donemde akcigerlere bagimlilik
gostermeleri, deri ve solungaglarin etkili solunum orgam1 olmadiklarim
diistindlrmektedir. Digtan goriiniir bir kulak zarina sahip olmayan Xenopus, lateral
¢izgi organlar1 sayesinde su igerisindeki hareketlilik algilanir. Metamorfoz sirasinda
kaybolan lateral ¢izgi organlari, eriskin yasami boyunca varligini devam ettirir. Hem
dorsal hem de ventral bilesenlere sahip olan bu yap1 disaridan bakildiginda kolaylikla
ayirt edilmektedir. (Birhanli, 2003; Ozgiinen, 1991).

Gunimize kadar Xenopodinae alt ailesine ait 20’den fazla alt tiri
tammmlanmistir.  Yeni  Xenopus tdrleri, bir genom duplikasyon tipi olan

allopoliploidlesme yoluyla evrimlesmektedir (Cizelge 1.4.).

Cizelge 1.4. Xenopus laevis’e ait bazi tiir 6zellikleri (Green, 2010).

Tar X. laevis
Ploidi allotetraploidi
Kromozom Sayis1 (N) 18 kromozom
Genom Biiyiikligii 3.1x10%bp
Gelisim Optimal Sicaklik 16-22°C
Yetiskin Biiytkligi 9-14 cm
Yumurta Cap1 1-1.3 mm
Kulugka Basina Yumurta Sayisi 500-3000
Jenerasyon Zamani 2-3 y1l
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1.4.1.4.  Xenopus laevis’in Uremesi, Embriyo ve Larva Gelisimi

2 ile 3 yasinda cinsel olgunluga erisen Xenopus’larda, yetiskin disilerin
boylar1 yaklasik ~ 9 — 14 cm, agirliklart ise 20 ile 150 gr arasindadir ve kloaklarinda
papillalar bulunur. Cinsel olgunluga erisen yetiskin erkekler ise disilere gore % 10-

30 daha kucukturler (Green, 2010; Ozgiinen, 1991).

Xenopus’un yabanil ortamdaki tireme periyodu mevsimsel olmaktadir. Giiney
Afrika’da tireme periyodunun zirve yaptigi zaman aralifi, iliman iklimin hakim
oldugu baharm ilk aylariyla sonbaharin ilk aylari arasinda goriiliir. Ideal kosullar
saglandiginda, yetiskin Xenopus disileri, tek bir sezonda 2-3 defa yumurta
birakmaktadir. Yumurtalarin c¢aplar1 yaklagik 1.5 mm civarindadir ve etraflarindaki
koruyucu jel ile beraber 3 mm’yi bulmaktadir Bunlarda fazla miktarda mutasyon
gortldiiglinden ve larvalar erken evrelerde birbirlerini yediklerinden fazla sayida

yumurta yapmalar1 zorunlu olmustur (Green, 2010; Ozgiinen, 1991).

Ozellikle laboratuvar ortamma adapte edilen hayvanlarin gurilti ve
kalabaliktan uzak tutulmasi, laboratuvar kosullarindaki hayvan iiretimi i¢in biiylik
Onem arz etmektedir. Laboratuvar kosullarinda ¢iftlesmenin indiiklenebilirligi ¢esitli
dozlarda hormon enjeksiyonu ile saglanmaktadir. Yumurtlama ve spermatogenezisin
Xenopus laevis’te indiiklenebilmesi i¢in erkek ve disi bireylerin dorsal lenf bezlerine
gonadotropik hormonu enjekte edilir. Yumurta eldesi i¢in kullanilacak erkek ve disi
bireyler, ayr1 akvaryumlara 48 saat Once alinarak bekletilir. Bu bekleme siresi
sonunda yani yumurta eldesi istenen giinden 24 saat once, sadece erkege, bundan
sonraki 36. saatin sonunda ise hem erkege hem disiye insan korionik gonadotropin
hormonu (hCG) enjekte edilir. Enjeksiyon sonrasi erkek ve disi bireyler aym
akvaryuma alinarak, karanlik ve sessiz bir ortam olusturulur. Ampleksus 2-6 saat

sonra baslar.

Disiye pelvik bolgesinden sarilarak yumurta dokilinceye kadar ampleksusda
kalan erkek, belli araliklarla sperm birakir. 10-16 saat kadar yumurta birakma devam
edebilir. Birakilan sperm yumurtaya animal kutuptan girerek yumurta prontikleusuna
ulagsmaya calisir. Dollenme, yumurta ve sperm pronukleuslarinin birlesmesiyle
gerceklesir. Hafif telolesital olan yumurtada vitelliis vejetatif kutupta birikmistir ve
etrafi kendisi tarafindan salinmig yumurta membranina bitisik jel membranla

ortuliidir (Birhanli, 2003; Ozgiinen, 1991).
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Es zamanli olarak bir seri segmantasyon geciren déllenmis yumurta, 2, 4, 8
ve daha fazla blastomere ayrilir ve bu evreyi, daha az diizenli bolinmeler takip eder
ve morula olusur. Olusan morulanin taban bélgesinden ice dogru kavislenmesi
sonucu blastula meydana gelir ve bu evreyi gastrulasyon olusumu takip eder.
Gastrulasyon evresinde yiizeyin altina dogru go¢ eden hiicreler mezoderm ve
endoderm olustururken, hiicre yiizeyinde kalan yapilar ektodermi olusturur. Beyin,
omurilik ve sinir siteminin belirginlestigi nérulasyon fazindan sonra da béliinmeler
devam eder ve 72 saat siiren bu evreler tamamlaninca iribas yumurtadan ¢ikar. Bu
stire sonunda ¢ikan fizyolojik gelisimlerini tamamlamis olan iribaglar, yaklasik 1 mm
ende ve 4 mm boyda olurlar. En belirgin 6zellikleri, griden saydama kadar degisen
sirt renkleri ve melanin pigmentinin birikmesinden dolay1 siyah leke olarak goriilen
gozleridir. A1z gelisimi ile birlikte aktif ylizmeye bu donemde baslarlar. Bunu takip
eden 2-7. giinler aras1 45-49. evreye tekabiil eder. Iribasm 1. formu olarak
adlandirilan bu evrede, bas gévdeye gore orantisiz olarak biiyilirken, gegici olarak iki
¢ift solungag gelisir ve deride pigmentasyonun arttig1 goriiliir. iribasin 2. formu (49-
56. evre), yumurtadan ¢ikisi takip eden ve aktif olarak beslenmenin basladig1 7. giin
ile arka bacak tomurcuklarinin goriilmeye basladigi yaklasik 30. giin arasindaki
zamana tekabul eder. 56-60 aras1 ve iistii evreler, yumurtadan 5.-10. hafta arasina
tekabiil eder ve iribasin 3. formu olarak kabul edilir. Bu evrenin gézlemlenen en
bariz degisikligi, boyun biiyiimesi sonucu iribag boy uzunlugunun 30 mm’den 50-80
mm’ye kadar ¢ikmasidir. On ayagin belirmeye basladigi bu evrede, arka bacak hizla
biliylimeye devam eder ve kuyruk kisalmaya baslar. Bagkalagimin giindogumu olarak
adlandirilan bu olay, Xenopus’da 59 ile 62. evre arasinda gerceklesir. Ileriki
evrelerde ise kafanin kii¢iilmesi, kafatasi iskeleti, vaskiiler sitem, farenks ve sindirim
sisteminde farklilasmalar meydana gelir. (Birhanli, 2003; Ozgiinen, 1991). Sekil
1.9.’da Xenapus laevis’in yumurtasinin dollenmesinden itibaren 66. evreye kadar

olan bazi 6nemli asamalar verilmistir.
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1.Evre (Yumurta) 6. Evre (Blastula) 8. Evre (Blastula) 11. Evre
Ventral Goriinum ~ Ventral Gorunim  Ventral Gorunim  Vejetal Gériiniim
3 saat 30 dakika 5 saat 11saat 45 dakika

~dg,

17. Evre 22. Evre 25. Evre 28. Evre

Dorsal Gérunim  Lateral Goriinim  Lateral Gérunum ~ Lateral Géruniim
18saat 45 dakika 24 Saat 1 Giin 3 Saat 1 Gln 8 Saat

37-38. Evre ) 42. Evre 46. Evre
Lateral Gorinidm Lateral ve Ventral Lateral Gorinidm
2 Gln 5 Saat 30 dakika Gortnim 4 Gin 10 Saat

S i T R

SN I

53-54-55. Evre Lateral Gortiiniim
24 GUn-26 GUn-32 Giln

44 GUn

59. Evre Lateral Goértiniim 45 Gln 60. Evre
Lateral ve Dorsal Gortiniim 46 Gin

62-63-64-65-66. Evre Dorsal Goriinim
49 GUn - 51 GUn - 53 GUn - 54 GUn - 58GUn

Sekil 1.9. Xenopus laevis’in bazi metamorfoz evreleri (Anonim, 2013d).
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1.4.15. Xenopus laevis’in Beslenmesi ve Bakimi

Amfibilerin erken embriyonik donemlerinde bol miktarda bulunan yolk,
yumurtadan ¢ikan iribaglarda embriyonik bagirsak ile kalca ektodermi arasinda
bulunur ve organizmanin giinlerce canli kalabilmesine yardimci olacak tim besinleri

icerir (Hilken vd, 1995).

Anuralar igin beslenme ihtiyaci, 25. evreden sonra baslar ve iribaslari i¢in en
uygun besin az kaynatilmis 1spanak ve maruldur (Saka, 2003; Delgado vd, 2001).
Yesil sebzelere ve alglere ek olarak, pisirilmis, kurutulmus ve ince toz haline
getirilmis sigir cigeri, X. laevis iribaslari i¢in kullanilabilecek besin takviyesidir. Toz
halinde yumurta sarisi, kurutulup toz haline getirilmis unla karigtirtlmig bakto-beef
ekstresi, kiyllmis ¢ig karaciger, algler ve protozoanlar Kullanilan diger besinler

arasinda yer almaktadir (Ozgiinen, 1994).

Sindirim kanali, bagkalasim sonrasinda degisiklige ugradigi i¢in gereksinim
duyulan besin tiirii de degisim gosterir. Bira mayas1 ve balik yagina daldirilmis balik
eti, memeli ve tavuk karacigeri yeni metamorfozdan ¢ikmis kurbagalar i¢in ideal
besinlerdir [54]. Gelisim hizlar yiiksek olan metamorfoz sonrasi hayvanlarin yetersiz
beslenmeleri durumunda, cinsel olgunluga erigseler dahi vicut buyuklikleri geri
kalir. Diizenli olarak besinlerine D vitamini ve kalsiyum takviyesi yapilarak, hem
yavru ve hem de erginlerde iskelet anomalisi ve kemik yumusamasi engellenmeye

calisilir (Ozgiinen, 1994).

Laboratuvar kosullarinda, X. laevis i¢in ideal su sicakligi 20-23°C ve ortam
sicakligi ise 21-23°C arasinda olmalidir. Ani sicaklik degisimleri bireylerde yetersiz
beslenmeye, metabolizmanin bozulmasina ve immin sisteminin baskilanmasina
neden olabilir. Miimkiin oldugunca ortam ve su sicakliginin sabit tutulmasi ve
sicaklik degisimlerinin +1°C’yi agmamasi olduk¢a onemlidir (Boga, 1996). 2000
yilindan beri laboratuvarimizda yetistirilen X. laevis tiirii eriskin kurbagalar, haftada
iki kez kiyilmis tavuk karacigeri ile beslenmektedir. Hayvanlarin beslemeleri igin
gerekli siire yaklasik 30-50 dakikadir. Bu silire sonunda akvaryumlarin sulari
bosaltilarak temizlenir ve yaklasik 2-3 giin dinlendirilmis olan su, hayvanlarin
sirtlarini ortecek sekilde akvaryumlara doldurulur. Laboratuvarimizda iirettigimiz ve
yasatmay1 basardigimiz kurbagalar, strekli olarak 12:12 saat aydinlik:karanlik 1s1k
peryodunda ve 23°C+1°C sicaklikta barindirilmaktadir (Giingordii vd., 2013).
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1.5. Biyobelirtecler

WHQO’ya gore biyobelirteg, genel anlamda kimyasal, fiziksel ya da biyolojik
olabilecek bir potansiyel tehlike ile biyolojik bir sistem arasindaki etkilesimin

izlenmesinde kullanilan herhangi bir 6l¢iim aracidir (WHO, 1993).

Biyobelirtecler tipik olarak, Kirleticilerin ve cevresel stresin biyolojik
sistemlerde olusturduklar1 etkiler sonucu, hiicre, doku, organ veya viicut sivilarinda
meydana gelen fizyolojik, hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler gibi
biyolojik yanitlarin kantitatif 6l¢limii olarak tanimlanabilir. Biyobelirtecler icin en
onemli kriterler; hassas, glivenilir, 6l¢limii kolay, organizmanin saglig1 ve uyum giicti
ile iyi bir iligki kurulabilir olmalaridir ( Peakall, 1994; van der Oost vd., 2003).
Biyobelirtecler, WHO (1993) tarafindan 3 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar;

e Maruziyet biyobelirtecleri; ekzojen bir maddenin, biyotransformasyon sonucu
olusan metabolitlerinin ya da biyolojik molekiille etkilesimi sonucu olusan
reaksiyon lriinlerinin viicut sivilarinda veya dokularinda oOlgiilmesi esasina
dayanir.

e FEtki biyobelirtegleri; bir organizmanin doku ya da viicut sivilarindaki
olgiilebilir biyokimyasal, fizyolojik ve diger degisimleri kapsamaktadir. Etki
biyobelirtecleri dogrudan hasarin tanimlanmasinda ve olast risklerin
degerlendirilmesinde, doz-yanit iligkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.

e Duyarlilik biyobelirtegleri; kalitsal ya da c¢evresel etkiler sonucu gelisen ve
bireyde 06zel bir ksenobiyotife ya da benzer Ozellikler tasiyan bir
ksenobiyotik grubuna karsi hassasiyeti yansitan gostergelerdir. Genotoksik
riskin  biyoizlenimi iizerine yapilan ¢alismalarda ksenobiyotiklerin
metabolizmasina giren enzimlerin ¢ok sayida genetik polimorfizmi
incelenmistir. Aldehit dehidrogenaz (ALDH2), CYP1A1, CYP1A2, CYP2C,
CYP2D6 (p450 sitokromlar1), EPHX (Epoksihidrolaz), GSTM1, GSTP1,
GSTT1 (glutathione S-transferazlar), paraoksonaz (PON) bunlardan
bazilaridir. (van der Oost vd., 2003).
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1.6. Cahsmada Kullanilan Biyobelirte¢ Enzimler
1.6.1. Biyotransformasyon enzimleri

Organizmalarin  karsilastiklart  ksenobiyotikler, viicut membranlarindan
gecerek kan dolasimina girer (emilim) ve ¢esitli yollarla elimine edilmeye calisilirlar.
Bir kimyasalin vicuttan elimine edilmesi ya bilesigin atasal formunda atilmasi ya da
organizma tarafindan biyotransforme edilmesi ile olur. Biyotransformasyon
enzimleri biitiin viicuda dagilmigtir ve pek ¢ok hiicre alti kompartmanda bulunur.
Organ fonksiyonu, pozisyonu ve kan miktari nedeniyle Karaciger, Yyabanci
bilesiklerin biyotransformasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler i¢in en zengin

kaynaktir.

Karaciger ve diger pek cok organda bulunan ksenobiyotik biyotransformasyon
enzimleri biyik oranda diz endoplazmik retikulumda (mikrozomlarda) ya da
sitozolde lokalize olmuslardir. Daha az oranda da mitokondri, ¢ekirdek ve
lizozomlarda bulunurlar. Sitozolik enzimler alkol, aminler, ksantinleri okside eden
enzimlerdir. Biyotransformasyon olaylar1 %90 mikrozomal enzimlerle, %10 sitozolik
enzimlerle olur. Biyotransformasyon olaymin temelinde, genellikle orijinal bilesige
gore daha hidrofilik ve vicuttan daha kolay uzaklastirilabilen metabolit olusumu
vardir. Bir bilesigin toksisitesi, biyotransformasyon yoluyla organizma i¢in daha
zararl ya da yararli hale doniistiiriilebilir. Detoksifikasyon reaksiyonlari sayesinde,
bilesigin toksisitesi azaltilirken viicuttan atilma orani artar. Ancak, biyoaktivasyon
sonucu olusan {iiriin, atasal bilesikten daha toksik, reaktif bir metabolit olabilir
(Klaassen, 2001).

Biyotransformasyon  enzimlerinin  aktiviteleri ~ ve  duzeylerindeki
degisikliklerin belirlenmesinde en etkili ara¢ “etki biyobelirtecleri”dir. Enzim
etkinliginde, sentezinde veya her ikisinde meydana gelen artis enzim induksiyonu
olarak adlandirilir. Inhibisyon ise indiiksiyonun tersidir. Enzim induksiyonu iki
basamakta gergeklesir: ilk basamak, enzimlerin aktivasyonu iken, ikinci basamak en
O6nemli enzim indiiksiyon siireci oldugu kabul edilen “de novo* protein sentezidir.
Enzim ve inhibitér maddenin birbirine geriye doniisiimsiiz bir sekilde baglanmasi
veya kompleks olusturmasi enzimatik aktiviteyi ¢ogunlukla bloke eder (van der Oost
vd., 2003).
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1.6.1.1. Glutatyon S-transferaz

Faz II olarak bilinen konjugasyon reaksiyonlari, ksenobiyotik
metabolizmasinin ikinci basamagini olusturmaktadir. Faz 1l reaksiyonlarinda gorev
alan enzimlerin ¢ogu, polar kimyasal yan gruplar basta olmak tizere, karbonhidrat
veya aminoasit gibi bilesiklerin yabanci bilesige kovalent olarak ilave edilmesini
katalizler. Faz II enzimlerinin katalizledigi polar gruplarin konjugasyonu sonucu

kimyasallarin viicuttan atilmasi kolaylasir (Hayes vd., 2005; van der Oost vd., 2003).

Faz II reaksiyonlarinda anahtar rol oynayan en énemli biyotransformasyon
enzimi glutatyon S-transferaz (GST, EC 2.5.1.18) dir. GST elektrofilik karbon,
nitrojen ya da siilfiir atomlarina sahip, polar olmayan hidrofobik bilesiklerin tripeptid
redikte glutatyon [GSH; N-(N-Lglutamil-L-sisteinil) glisin] ile konjugasyonunu
katalizlemektedir. Bu enzim, glutatyonun —SH gruplart ile endojen ya da
ksenobiyotik bilesiklerin reaksiyonunu katalizleyerek onlarin elektrofilik alanlarini
notralize eder ve daha hidrofilik bilesikleri olustururlar. GST bu yolla ilaglarin,
pestisitlerin ve diger ksenobiyotiklerin metabolize edilmesini saglayarak hiicre
canliligina katkida bulunur (Sekil 1.10.) (Monterio, vd., 2007; Schmidt, vd., 2005;
Townsend ve Tew 2003).

GST bitkilerde, boceklerde, mayalarda, bakterilerde ve 6zellikle karaciger
olmak iizere ¢ogu memeli dokularinda bulunan dimerik protein yapisina sahip,
multifonksiyonel bir multigen ailesidir. Bu enzim ailesi ¢ok sayida, farkli bilesigin
konjugasyonunu saglamaktadir. Bunun nedeni spesifik olmayan bir substrat baglama
bolgesinin varligi ve ¢ok sayida izoziminin bulunmasidir. Boylece GST karsinojenik
bilesikler, cevresel Kirleticiler, ilaglar ve diger bircok bilesigi substrat olarak
kullanmaktadir. Bir enzim molekilinii olusturan her iki alt birimin aktif
merkezlerinde iki farkli islevsel bolge vardir. GSH’1 baglayan hidrofilik G-bolgesi ve
elektrofilik substatlarin baglandigi hidrofobik H-bolgesi. G-bdlgesi yiksek GSH
spesifitesi ile tim GST’lerde oldukga benzerdir. H-bolgesi ise GST’ler arasinda
tamamen farkli ve substrat baglama kapasitesi ve ¢esitliligi son derece degiskendir.
Enzimin ylksek substrat gesitliliginin nedeni H-bolgesidir. GST, aslinda hiicrede
sitozolik bir enzim olmasma ragmen, membrana bagli ve mitokondriyal
izoformlarinin da bulundugu bilinmektedir (Klaassen, 2001; Fan vd., 2007;
Bekmezci, 2010).
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Cevresel ksenobiyotiklere organizmalarin farkli duyarlilik gdstermesinin
nedeni, aym1 GST izozimlerine sahip olmamalaridir. Ornek olarak, alabalik ve farkli
Avustralya balik tiirleri, farkli yedi pestiside maruz birakilmis ve GST aktivitesinde,
ya yanitin olusmadig1 ya da az bir indiksiyon ile baskilanma goriilmiistiir (Jahan-
Tigh, 2002). Izoform konsantrasyonlar1 dokular arasinda da degisiklik
gostermektedir. GST aktivitesinin belirlenmesine siklikla karaciger kullanilir.
GST’nin solungag, bobrek ve bagirsakta da biyobelirteg olarak tercih edilmesinin
nedeni bu organlarda yiilksek konsantrasyonda bulunmasidir. Ornek olarak,
ksenobiyotik maruziyeti sonrasinda baliklarda hepatik GST aktivitesinin bobrek ve
solunga¢ gibi organlardan daha fazla indiiklendigi goriilmiistiir (Ahmad vd., 2000).
Gungordu  (2013) tarafindan Pelophylax ridibundus, Pseudepidalea viridis ve
Xenopus laevis iribaglar1 ile yapilan ¢alismasinda, kontrol grubuna gore
methidathion’un sirastyla, % 173, % 83 ve % 38 diizeyinde; glyphosate’in ise

strastyla % 111, % 13 ve % 15 oraninda GST aktivitesinde bir artisa neden olmustur.

COOH
{Ksenubwohk}
CDDH
COOH

K-GSH

Sekil 1.10. Kenobiyotik-GSH konjugasyonu (Brunton vd., 2011).
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1.6.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal iiriinleri ve
peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Antioksidan savunma sistemi, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan molekiillerden  olusmaktadir.  Enzimatik
antioksidanlar, siperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon-s-transferazlar (GST), glutatyon rediiktaz (GR)’dan olusurken,
enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon (GSH), vitaminler ( A, C, E ) ve
melatoninden olusmaktadir (De Zwart vd., 1999; Deaton ve Marlin, 2003;
Valavanidis, 2005).

1.6.3. Antioksidan Enzimler
1.6.3.1. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, (GPx, EC 1.11.1.9) hidrojen peroksit (H202) ve
organik hidroperoksitlerin (Lipit ve DNA hidroperoksitler gibi) GSH varliginda
indirgenmesinden  sorumlu  bir enzimdir. Mitokondri, sitozol ve hiicre
membranlarinda bulunur (Deaton ve Marlin., 2003). Molekul agirhigi 76-105 kDa
olan GPx, tetramerik bir selenoproteindir. Aktif merkezinde normal bir sisteinin
yerine bir selenosistein amino asiti igerir. Bu aminoasitte kikurtun yerini alan
selenyum (Se) niikleofilik 6zellikleri arttirir ve ¢ok daha kolay proton verilmesini
saglar. Omurgali tiirlerinde enzimin katalitik aktivitesinde bir hidrojen dondrii olarak
GSH’a gereksinim vardir. Bu enzim, hiicre membranlarini, lipid peroksidasyonundan

kaynaklanan hasarlardan korur (Ahmad, 1995; Sies, 1997).

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz
olmak tizere iki izoformu vardir. Se-bagimli GPx enzimi, H202 ve lipid
peroksitlerine (ROOH) kars1 aktiftir. Se eksikligi GPx aktivitesinde azalmaya,
dolayistyla lipid peroksidasyonunda artiglara yol agmaktadir. H2O2’e kars1 ihmal
edilebilir bir aktivite gosteren Se-bagimsiz GPx ise sadece lipid peroksitlerinin
temizlenmesinden sorumludur. Bu grup enzimler GST olarak adlandirilir (Terada,

2005; Bao ve Williamson, 1996).
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GPx, H202’yi iki H>O molekiline

(ROOH/LOOH) bir molekul H20 ve zararsiz bir bilesik olan alkole (ROH/LOH)
indirger. H20. tepkimelerinin Kkatalizi birkag basamakta yurtr (Sekil 1.11.). Once
enzimin Kkatalitik merkezi H2Oyi indirger ve enzim okside edilir. ikinci basamakta,
okside enzim bir molekiil GSH ile bir kompleks olusturur. Uglincii basamakta;
kompleks baska bir GSH molekilini kullanir ve indirgenerek baslangic durumuna
donerken, iki molekil GSH, GSSG’ye okside olur (Kiihn ve Borchert, 2002).

ve membran peroksitlerini

ROOH ROH
H:0; H;O
GPx-Se’ GPx-SeOH
GSSG
H* GSH
GPx-Se-SG
GSH
H,0

Sekil 1.11. GPx’in katalitik déngust (Kihn ve Borchert, 2002).

GPx, cevresel kirliligin canlilarda neden oldugu oksidatif hasarin
belirlenmesinde biyokimyasal bir parametre olarak siklikla kullanilmaktadir. Bir
herbisit olan 2,4-D ile bir insektisit olan azinfosmetile maruz birakilmig Oreochromis
niloticus balik tlriiniin karaciger GPx aktivitesinde birebir uygulamalarinda artis,
karisim uygulamalarinda ise inhibisyon goriilmiistiir (Orug ve Uner, 2000). Bir
tatlisu balig1 olan Channa punctatus’un poliklorlu hidrokarbon olan endosilfana 24

saatlik maruziyeti sonucu indiklendigi (p<0.05-0.001) belirlenmistir (Pandey vd.,

2001).
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1.6.3.2. Katalaz

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Memelilerde ortalama molekil agirligi 250-270 kDa’dur. Bu enzim,
esas olarak peroksizomlarda daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal
franksiyonlarda bulunmaktadir. Siperoksit radikallerinin dismutasyonu Oz~ den daha
yuksek oksidasyon yetenegine sahip olan H202 (retimine neden olur. CAT, olusan
H20.’i suya ve oksijene parcalayarak lipid peroksidasyonuna karsit koruyucu rol
oynamaktadir. CAT, hidrojen peroksit (H202) varliginda bir takim kiiglik substrat

molekiillerine kars1 peroksidatik aktivite gostermektedir (Paller ve Patent. 1991).

Katalaz, ii¢ enzim ailesine ayrilmaktadir: monofonksiyonel hem katalazlar,

katalaz-peroksidazlar ve Mn igeren katalazlar (Chelikani vd., 2004).

Hidroperoksitlerin karakteristigi olarak CAT cift aktivite sergiler; birincisi iki
H202 molekilinin dismute edildigi “katalitik aktivite”dir. Burada molekuliin biri
ardisik iki basamakta bir rediktant iken (hidrojen dondrt), digeri bir oksidant olarak
davranir. Diger tepkime “peroksidatif” olarak adlandirilir (Sekil 1.12.); burada
rediktant (AH2) hidrojen donérudur. (Marvelli ve Rotilio, 1984). Metanol, etanol,
formik asit, fenoller ve aminler DH2’ye érnektir. Her iki tepkimede de kompleks 1
olarak adlandirilan bir aktif enzim-H202 ara bilesigi olusturulur. CAT’in tipik
katalitik aktivitesinde kompleks | ve H202"nin diger molekilu arasindaki tepkime
oldukca hizli bir sekilde ilerlerken, peroksidatif tepkime daha yavastir. Katalaz,
bircok Okaryotik hicrede sitosol ve mitokondrilerde daha disuk dizeydir. H202
uretici  oksidazlarin  biyogenezleri, ekstraperoksizomal olarak sentezlenmis
onculerde olmasina karsin esas olarak peroksizomlarda lokalize olduklar1 igin
katalaz peroksizomlarda daha fazladir (Ahmad, 1995; Kelly vd., 1998).

CAT
2 Hgﬂg —_— EH'ID + 02 (Kﬂtﬂ.llt]k A]fﬁ".fitﬂ}

CAT
ROOH + AH; —* H,0+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Sekil 1.12. CAT enziminin Kkatalitik ve peroksidatif aktiviteleri (Marvelli ve Rotilio,
1984).
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CAT, oksidatif stresin toksik etkilerinin arastirilmasinda ve ¢evresel kirliligin
degerlendirilmesinde uygun bir biyokimyasal belirtectir. Denizel kirliliginin
izlenmesine yonelik olarak, endiistriyel, kanalizasyon ve gemi trafiginden kaynakli
atik sularin bosaldigi limanlarda yasayan Myoxocephalus scorpius tiirii baliklarin
karacigerinde oksidatif stresin toksik etkileri arastiritlmis ve CAT aktivitesinin temiz
limanlardaki kontrol gruplarina goére (p<0.05) yiiksek oldugu rapor edilmistir
(Stephensen vd., 2002).

1.6.3.3.  Glutatyon Reduktaz

Glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidazin (GPx) hidroperoksitleri
indirgenmesi sonucu olusan okside disiilfit glutatyonun (GSSG), NADPH koenzimi
varliginda rediikte glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder (Sekil 1.13.) (van der
Oost vd., 2003). GR, antioksidan savunma sisteminde direkt olarak gorev alan SOD
ve CAT enzimlerinin aksine dolayli olarak antioksidan etki gosterir (Machala vd.,

1998; .Peixoto vd.. 2006).
H,0;

H>O

. Glutatyon
Aflatoksin Bl Peroksidaz
(AFB)) AFBexo-8,9-epoxide-GSH
U GSHK_\
Glutatyon' GSSG

S-Transferaz

Glutatyon
NADP" Rediiktaz

NADPH

Sekil 1.13. GR’1in GSH metabolizmasindaki yeri.

Oksijenli solunum yapan hiicrelerin  mitokondriyal membranlarinda
gergeklesen oksidatif metabolizmanin (elektron tasima sistemini olusturan alt
birimler arasinda elektron akisi gerceklesirken meydana gelen kagaklar) sonucu
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur. Potansiyel hedefleri hiicresel yapilar ve
metabolik yollar olan ROS bilesikleri, oksidatif strese yol agarak hiicreye zarar
verebilir. Kolaylikla, peroksidasyona ugrayabilen hiicre membranindaki doymamis

yag asitleri, ROS bilesikleri i¢cin en duyarli substratlardir. Bu durum, hiicre
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metabolizmasinin giderek kotiilesmesine ve sonug olarak hiicre 6liimiine neden olur.
Bunu sinir siteminde zayiflama ve kas degredasyonu takip eder (Zhang vd., 2004).
Hucrelerdeki fizyolojik GSH-GSSG oran1 ¢ok Onemlidir ve oksidatif stres
kosullarinda, GSH/GSSG homeostasisinin saglanmasinda GR dikkate deger bir rol
oynar (van der Oost vd., 2003). GSH, ya glutatyon peroksidaz (GPx) katalizledigi
peroksit rediiksiyonunda elektron alicis1 olarak ya da hidroksil, nitrik oksit veya
siiperoksit gibi serbest radikallerle reaksiyona girerek, ROS bilesiklerinin
detoksifikasyonunda gorev alir. Sonug¢ olarak, artan GSSG diizeyi ve azalan GSH
miktart, GSH/GSSG oraninda azalisa neden olur. Bu durum oksidatif stres belirteci
olarak kabul edilir (Camera ve Picardo, 2002). GSSG yokluguna bagli olarak hiicre
ici NADPH seviyesi diiser ve GR aktivitesi inaktif olur. Ancak, hiicre i¢i GSSG
dizeyinde artisina neden olacak oksidatif bir stres sonucu GR yeniden aktive olur.
Hiicre bilesenlerinin ROS bilesiklerine maruz kalmalari sonucu olusan oksidatif
hasar, artan antioksidan enzim aktivitesi (GPx, GST, GR ve CAT gibi) ile engellenir.
Peroksidatif bilesiklerin yiiksek oranda bulundugu kirli sucul alanlarda yasayan
baliklarda yiiksek GR aktivitesi belirlenmistir (Pandey vd., 2003; Stephensen vd.,
2002).

Ferrari vd. (2011) tarafindan yapilan laboratuvar ¢alismasinda, organofosfat
thrd bir pestisit olan Azinphos methyl ve karbamat tird bir pestisit olan Carbaryl’in
Rhinella (Bufo) arenarum iribaslarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda GR
aktivitesini sirastyla % 23 ve % 32 diizeyinde indiiklemistir. Poliklorlu bifenile
(PCB)’e maruz birakilmis alabaliklarda GR aktivitesinin kontrol grubuna gore

>9%500 diizeyinde artis gésterdigi saptanmistir (van der Oost vd., 2003).

1.6.4. Esterazlar

Esterazlar, Aldridge tarafindan A, B ve C esterazlar olmak {izere 3 simifa
ayrilmigtir (Thompson, 1999). Paraoxon ve diger nétral organofosforlu (OP)
triesterlerin hidrolizinden sorumlu olan A sinifi esterazlar, genel olarak memelilerde
bulunup, kus serumlarinda bulunmayan esterazlardir.  Adlandirilmalan,
hidrolizledikleri substratin adina (paraoksonaz) ya da kimyasal yapisina
(fosfotriesteraz) gore yapilir. Asetilkolinesteraz (AChE), karboksilesteraz (CaE),
buturilkolinesteraz (BChE), nérotoksikesterazlar gibi Serin hidrolazlarin biiyiik bir
grubunu iceren B sinifi esterazlar ise OP bilesikler tarafindan inhibe edilirler. OP

bilesikleri ile etkilesmeyen esteraz sinifi ise C esterazlardir (Thompson, 1999).
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1.6.4.1. Karboksilesteraz

Karboksilesterazlar (CaE, EC 3.1.1.1), ester substratlarindan alkol baginin
hidrolizini katalizleyen serin hidrolazlarin bir sinifidir. B esteraz grubuna dahildir.
Pekcok omurgali ve omurgasiz tiirde yiiksek aktiviteye ve izole edilmis birgok
izoenzime sahip olan CaE’ler, esterleri, tiyoesterleri ya da karboksilik asitlerin amid
gruplarint igeren genis bir substrat Ozgiilliigiine sahiptir. CaE’ler, ekolojik risk
degerlendirme c¢alismalarinda biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. (Barron vd.,
1999; Cashman vd., 1996). Esteraz-D (insanda) ve aliesterazlar olarak da
adlandirilan, lipit ve steroit metabolizmasinda 6nemli bir role sahip olan CaFE’ler,
pestisitler dahil pek ¢ok esterli bilesigin biyotransforme edilmesinden sorumludurlar.
Detoksifiye ettikleri ksenobiyotik ve endojen bilesiklere 6rnek olarak, karbofuran,
pretroit, OP, propanidler gibi pestisitler, akrilatlar, T2 gibi mikrotoksinler ve
nikotinik asidin esterleri verilebilir (Jokanovic, 2001; Thompson, 1999; Pretti ve
Cognetti, 2001).

CaE’ler, multi gen ailesi urunleri olup, ¢ogu memeli dokusunun mikrozomal
fraksiyonlarinda bulunur. o/f katlanmasi gosteren 47 ve 65 kDa arasinda molekiiler
agirhga sahip proteinlerdir (Jokanovig, 2001; Hosokawa, 2008). Birgok dokunun
endoplazmik retikulumuna lokalize olan CaE, genellikle karacigerde yiiksek diizeyde
bulunur (Huang, 1997). CaE karacigerde sentezlenerek, ¢ozunir formda bulundugu
plazmaya salgilanir. Ayrica CaE, farkli diizeylerde akciger, merkezi sinir sistemi,
testis, yag doku, kalp, kas ve lokositlerde de bulunabilir. Serin esterazlarin aktif
bolgeleri, aktif serin motifli (GXSXG) bir Ggli katalitik merkeze sahiptir. CaE’nin
aktif ~ bolgesi  izoldsin-fenilalanin-glisin-histidin-serin-methioninglisin-glisin’den
olusan bir peptid icermektedir. CaE, asil-enzim ara {iriniiniin hem olusumunu hem
de yikimini igeren iki basamakli bir reaksiyonla karboksilik asidin esterlerini
hidrolizler. ilk asamada karboksilik ester, aktif bolgedeki katalitik veya niikleofilik
serinin hidroksil grubunu asilleyerek asil-enzim ara {irtiniinii olustururken, ikinci
asamada serin, suyun varliginda deasillenerek alkol ve karboksilik asit olusumuna
neden olur ve kendisi tekrar proteindeki orijinal lokasyonuna geri déner. Bu sekilde,
ksenobiyotikler ana bilesikten daha az toksik hale getirilmektedir (Sekil 1.14.)
(Wheelock vd., 2008; Jokanovig, 2001).
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Sekil 1.14. Pretroitlerin esteraz aracili hidrolizi (Wheelock vd., 2008).

Yapilan calismalar sucul ekosistem icin oldukca toksik olan pestisitlerin
baliklardaki yiiksek CaE aktivitesi sayesinde Onemli Olglde biyolojik birikim
oraninin azaltildigim1 gostermektedir (Barron vd., 1995). Son donem calismalar
pestisitlere karst CaE’in bu koruyucu etkisinin memeliler icin de gegerli oldugunu
gostermektedir. Memelilerin serum ve karaciger dokularinda CaE konsantrasyonu

yuksektir (Abbas ve Hayton, 1997).

Bir organizmanin pretroid, OP ve karbamat bilesiklere karst duyarliligi, o
canlmin endojen CaE aktivitesinden etkilenebilmektedir. Bu nedenle CaE
aktivitesinin o6lgllmesi tarimsal kimyasallarin ekosistem {izerindeki etkilerinin
onceden belirlenmesi icin kullanish bir arag saglamaktadir (Wheelock vd., 2005).
Xenopus iribaglariin pretroit insektisilerden Lambda Cyhalothrine 24 saat boyunca
maruz kaldig1 laboratuvar calismasinda, CaE aktivitesinin %27.4 (p<0.001)
dizeyinde inhibisyona ugradigi rapor edilmistir (Aydin-Sinan vd., 2012). Robles-
Mendoza tarafindan yapilan laboratuvar caligmasinda ise klorpirifos’a maruz
birakilan Ambystoma mexicanum tiirii semenderde CaE aktivitesinin yaklagik %50
(p<0.05) diizeyinde inhibisyona ugradigi bildirilmistir (Robles-Mendoza vd., 2011).
Ester baglar1 iceren OP bilesiklerinin detoksifikasyonu, CaE’nin katalizledigi U¢
farkli yolla gerceklesir. Birinci yol, OP’deki ester baglarinin CaE tarafindan
hidrolizidir. Ikinci yol, serbest OP’nin sirkiilasyondaki konsantrasyonunu azaltmaya

yonelik olarak, CaE ve diger proteinlere baglanmasidir. Bdylece hayati dokularda
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AChE ile reaksiyona girebilme ihtimali azalr. Ugiincii yol ise CaE’lerin aktif
bolgesindeki serinin hidroksil grubuna bitun OPlerin baglanarak enzimleri
fosforilleyebilmesidir. Bu fosforil grubu sudan bir hidroksil grubu alarak
kendiliginden enzimden ayrilmakta ve olusan organofosforik asit ana bilesige gore
daha az toksik hale gelmektedir (Sekil 1.15. Wheelock vd., 2008) (Jokanovig, 2001,
Kster, 2005).
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Sekil 1.15. CaE’nin paratyon (OP pestisit) tarafindan inhibisyon reaksiyonu.
Paratyon ilk olarak MFO sistemi tarafindan aktif “okson” bilesigine metabolize
edilmektedir. Paraokson hidroliz siirecinde esteraza baglanmakta, su girisi ile p-
nitrofenol agiga c¢ikmaktadir. Esteraz enzimi ise kalici olarak fosforillendiginden
aktivitesini kaybetmektedir (Wheelock vd., 2008).

1.6.4.2. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz  (AChE, gercek Kkolinesteraz, EC 3.1.1.7),  eritrosit
membranlarinda, iskelet kaslarinda ve c¢ogunlukla sinir dokuda, Ozellikle beyinde
lokalize olmustur. AChE, nérotransmitter bir madde olarak gorev yapan asetilkolinin
(ACh), kolin ve asetik asite hidrolizinden sorumlu 6zgl bir esteraz enzimidir (Sekil
1.16.). Ayrica biyolojik aktivitenin sonlandirilmasindan ve yikimindan sorumlu olan
AChE molekild, her biri 80 kDa molekiiler agirlikta ve aktif bolgeleri farkli dort alt
birimden meydana gelen bir proteindir. ACh, omurgalilarda birincil nérotransmitter
olarak, otonomik sinir sisteminde ve beyinde, 6zellikle néromuskiler sinapslarda
bulunur. ACh, noral transmisyon sirasinda nikotinik ya da muskarinik gibi bir ya da
Iki reseptore baglanir. ACh’nin noromuskiler sinapslarda bulunan nikotinik
reseptore baglanmasi, kaslarda uyarima ve kasilma ile sonuglanir. ACh’nin
baglantisini postsinaptik membrana baglanan AChE keser ve bdylece kolinerjik noral
transmisyon sona erer (Sekil 1.16.) (Beauvais vd., 2000; Igarashi vd., 2003).
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Akson ucu Mitokondri

@ Asetilkolin, Asetil KoA ve
Presinaptik T Kolin'den meydana gelir.

Niron

@ Sinaptik boslukta, Asetilkolin,
AChE tarafindan hizh bir sekilde
Kolin ve Asetik asite yikilir.

| fe':l;fgk (3] Klq;tin, dahadfazla _;Ch ulu§mhrzlak icin
Q @ // akson ncundan tekrar geri almir.
\ E £ 1 /
Asetilkolinesteraz (AChE) Postsinaptik Noron

Sekil 1.16. Implus iletimi ve AChE’mn implus iletimini sonlandirma mekanizmasi
(Glngordd, 2007).

Asetilkolinin hidrolizi sonucu sinir veya kaslarin paralizi ve lokal
reseptorlerin devamli uyarilmasi engellenir. AChE ile asetilkolin baglandiginda
esteratik alt merkez denen aktif merkezin ikinci bolgesinde hidrolitik reaksiyonlar
meydana gelir. Burada asetilkolinin ester baglar1 kirilir, asetat ve kolin agiga ¢ikar.
Kolin daha sonra presinaptik membrandaki ylksek affiniteli kolin toplama sistemi
tarafindan hizla tutulur. Asetat esteratik alt merkezdeki serin rezidiileri ile kovalent
baglanarak AChE’nin gecici asetillenmis formunu olusturur. Bu gecici bilesik bir
molekiil su ile reaksiyona girer ve asetat grubu serbest kalir. Asetilkolinesteraz
esterik ve anyonik denen iki etkin kisima sahiptir. Anyonik kisim negatif yiikliidiir ve
iki karboksilli bir aminoasitin iyonize karboksil grubundan ibarettir. Asetilkolinin
katyonik azotu buraya elektrostatik olarak baglanmistir. Esterik kisim pozitif yiikli
olup iki kisimdan meydana gelir. Bunlardan ilki serinin hidroksil grubudur. ikincisi
ise histidinin bazik imidazol halkasidir. Bu kisim serinin hidroksil grubuna hidrojen
baglar1 ile baglanarak onun etkinligini arttirir (Sekil 1.17.) (Vale, 1998; Oren, 2009).

Asetilkolinesteraz  (AChE) aktivitesi, sucul ve karasal ekosistemlerde
insektisit kirliliginin 6lgimiinde ylksek ozgilliige sahip bir biyobelirtectir.

Asetilkolin mekanizmasini bloke eden kimyasallardan bazilar1 antiasetilkolin esteraz
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seklinde gbrev yapar ve enzimi inhibe eder. Karbamat ve organofosfatlar da enzimle
kompleks kurarlar. Sik kullanilan organofosfatli insektisitlerin ¢ogu fosfor atomuna
bagli olarak ya iki metil ya da iki etil ester gruplart tasirlar. Boylece
dimetilfosforlanmis ya da dietilfosforlanmis AChE meydana gelir. AChE
inhibisyonu, enzimin aktif alanindaki serin ile OP bilesigin reaksiyonu sonucu ortaya
¢ikar. Bu inhibisyon ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ortaya ¢ikar. Dimetilfosforlanmis
AChE’nin kendiliginden reaktivasyonu olduk¢a hizlidir. OP’lere maruz kalma
sonrasi ger¢eklesen inhibisyondan sonra, AChE aktivasyonunun geri-dontisii buyuk
oranda enzimin de novo sentezine baglidir ve bu genellikle baliklarda haftalar
almaktadir. Dietilfosforlanmis AChE’de ise bu durum s6z konusu degildir (Vale,
1998; Oren, 2009; Wogram vd., 2001; Giing6rdi, 2007). OP ve karbamat
insektisitlere ek olarak, AChE aktivitesinin inhibisyona ugradigi diger bazi
pestisitler, agir metaller ve deterjanlar gibi cevresel Kirleticilere maruz kalan

organizmalarda da rapor edilmistir (Lionetto vd., 2004).

Enzimin inhibisyonu, sinir sisteminde sinapslarda asetilkolin miktarinin
artisina neden olur. Asetilkolinin asir1 birikimi; merkezi sinir sistemi kolinerjik
iletimi, somatik sinirler, otonomik gangliyonlar, parasempatik sinir uclart ve yer yer
sempatik sinirleri uyarir. Boylece sinir sinyallerinin (implusun) surekli transmisyonu,
tetani ve siklikla solunum bozukluklar1 ve nihayetinde 6liimle sonuglanabilir (Pretti,

2001).

Periferal
] Baglanma
Kolin Bilgesi
Baglanma
Balgesi
Aktif Bolge
Acikhdn
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S e{ \H“ Aktif Bc’ulge_
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\ *:\\:(\'1.1 L?:: )

S

Katalitik Triad

Sekil 1.17. AChE enziminin yapisal 6zellikleri (Soreq and Seidman, 2001; Kim vd.,
2011).
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1.6.5. Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH, EC 1.1.1.28) sitozolik bir enzimdir. Hayvan
dokularinda aerobik oksidasyon yeterince oksijen ile desteklenmediginde LDH,
NADH’1n varliginda glikoliz basamaginin son iirtini olan piruvik asidi, laktik aside
dontistiirtir. (Sekil 1.18.). Piruvik asidin laktik aside rediksiyonu sonucu NAD*
uretimi gerceklesir. Glikolizin diizenlenmesinde nemli bir rol oynamasi nedeniyle,
normal hticresel fonksiyonlar igin de ¢ok 6nemlidir. Bitun dokularda bulunur ama
ozellikle bobrek, karaciger ve kas dokuda plazmadakine gore daha yiiksek aktivite
gosterir (Bernet vd., 2001; Nelson ve Cox, 2001). Bu nedenle plazmadaki LDH
aktivitesinde goriilen bir artig karaciger, bobrek ve kas gibi organlarda hiicresel
hasarin bir gostergesi olarak kabul edilir. Arastirmalara gore enfeksiyon, zehirlenme
ya da toksik bir bilesikten dolayr hiicre membran hasarlarinin ya da doku
nekrozlarinin olusmasi; karaciger, iskelet ve kalp kasinda meydana gelen hasarlar
LDH aktivitesi tnemli diizeylerde etkilenmektedir. Bu gibi hicresel bir enzimin
aktivitesindeki degisimin derecesi Oncelikle hiicresel hasarin siddetine ve
biiyiikliigiine baghdir (Singh and Sharma, 1998; Bernet vd., 2001).

NADH Pirtivik Asit Laktik asit

CH,

Laktat
Dehidrogenaz

Sekil 1.18. Laktat dehidrogenaz tarafindan katalizlenen reaksiyon

LDH’in omurgalilarda bes farkli izozimi bulunur ve bitln izozimleri, iki
farkli polipeptidin (M ve H) farkli oranlarda olmasi kosuluyla dort polipeptid
zincirinden meydana gelir (Nelson ve Cox, 2004; Azstalos vd., 1990). Enzimin
amfibi iribaglarinda tiire 6zgii bir LDH izozim sekli bulundugu Rana temporaria ve
Xenopus laevis ile yapilan ¢aligmalarda rapor edilmektedir. Bu izozimlerin
iribaglarda 5 gruba ayrildigi ve her iki tiirde de farklilagmamis dokularda en ¢ok
bulunan izozimin LDH-1 oldugu bulunmustur (Hornby vd, 1989). Oksijenli
solunumu etkiledigi bilinen, pretroid insektisitler, halojenli benzen ve fenoller, petrol
hidrokarbonlar ve organoklorlu (OC) bilesiklerin sucul canlilardaki anaerobik

solunum kapasitesinde degisimlere neden oldugu bildirilmistir. Oksijenli solunum
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dizeyinde artis ve azalis seklinde olan degisimler, canlinin LDH aktivitesine gore
degerlendirilebilir. Ornek olarak, evsel atik sularin ve tarimsal faaliyetlerin neden
oldugu kirlilige maruz kalan bir hali¢ sistemindeki Acanthopagrus butcheri balik
turdndn karaciger ve solunga¢ LDH aktivitelerinde artis goriilmiistiir. Bu artisin,
mitokondriyal membran hasar1 sonucu elektron transfer sisteminde meydana gelen
inhibisyonun neden oldugu enerji ac¢igmin giderilmesine YyoOnelik oldugu ileri
strilmistir (Webb vd., 2005). Clarias batrachus balik tiiriniin karaciger LDH
aktivitesi Uzerine, bir organoklorlu bilesik olan endosiilfan pestisitinin inhibe edici
etkisi, Mishra vd. (1997) tarafindan degerlendirilmistir. Bulgular, endosiilfan ya da
metabolitlerinin  enzim ve enzim-substrat kompleksine verimli olmayan
baglanmalarinin ya da enzim sentezinin bloke edilmesinin, verimli enzim-substrat
kompleksinin olusumunu engelledigi ve baliklarda LDH aktivitesinin dolayisiyla

anaerobik metabolizma verimliliginin azalmasina neden oldugunu gostermistir.

1.6.6. Aminotransferazlar

Transaminasyon reaksiyonlart aminoasit metabolizmasindaki basamaklar
arasinda yer alirlar. Bu reaksiyonlar, karaciger, iskelet kasi, beyin gibi hemen her
organ ve dokuda gergeklesir. Proteinlerde bulunan 20 L-aminoasidin a-amino
gruplari, aminoasitlerin oksidatif yikimlar: sirasinda uzaklastirilir. Bu reaksiyonlarda
azot, a-amino grubu seklinde orijinal aminoasitten a-ketoglutaratin a-karbon
atomuna transfer edilerek glutamat olusturulur ve geriye aminoasidin anologu olan
uygun o-keto asit kalir (Sekil 1.19.). Lizin ve treonin disindaki biitiin aminoasitler
transaminasyon reaksiyonlarina girerler. Bu reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlere
transaminaz ya da aminotransferaz adi verilir. Reaksiyon geri doniisiimlii oldugu igin
bu enzimler aminoasitlerin hem yikiminda hem de sentezinde rol alirlar. Yeni
aminoasitlerin ya da azotlu Urlnlerin sentezinde kullanilmayacak olan reaksiyon
sonrasi olusmus amin gruplari, basit bosaltimla atilirlar. Ornek olarak, sucul

organizmalar azotu amonyak (NH4") halinde kolayca su ortamina verirler,

Karacigere 06zgii enzimler olan alanin aminotrasferaz ve aspartat
aminotransferaz, sitotoksisite, hepatotoksisite ve histopatolojik degisimlere Gok
hassas olan enzimlerdir (Nelson ve Cox, 2004; Aydin-Sinan vd., 2012).
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Sekil 1.19. Aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon.

1.6.6.1. Alanin Aminotrasferaz

Glutamat piriivat transaminaz olarak da adlandirilan alanin aminotrasferaz
(ALT, EC 2.6.1.2), alanin aminoasidinden amino grubunu a-ketoglutarata transfer
ederek piruvat ve glutamik asidin sentezlendigi geri dontisimli transaminasyon
reaksiyonunu katalizler. ALT, glukoz ve protein metabolizmasinda 6nemli yeri olan
bir enzimdir. Bu sayede vicutta toksik olan amonyagin iireye doniismesinde rol
oynar. ALT enzimi hepatosit icinde sadece sitoplamada mevcuttur. Insanlarda
mitokondride bulunan izozimide mevcuttur. ALT enzimi, karaciger disindaki
dokularda diisiik konsantrasyonda oldugu icin yuksek serum ALT seviyelerinin
karaciger hasart i¢in spesifik oldugu disiiniilmektedir ( Giines, 2010; Vaglio ve
Landriscian, 1999).

1.6.6.2.  Aspartat Aminotrasferaz

AST (AST, EC 2.6.1.1), L-aspartat ve 2-oksaloasetat arasinda geri doniisimlii
transaminaz reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir ve glutamat oksaloasetat
transaminaz (GOT) olarak da adlandirilirlar (Vaglio and Landriscian, 1999). Enzimin
¢cok sayida hayvansal calismada rapor edilen elektroforetik iki temel formu
bulunmaktadir: biri ¢ozlndr ya da sitozolik form (c-AST) ve digeri mitokondrial
form (m-AST). Her iki izozim de aminoasit metabolizmasina iire ve sitrik asit
dongiisii arasinda bir baglant1 olarak katilmaktadir. Sitozolik izozim 6zellikle daha
yogun olarak glikoneogenesis siirecinde yer almaktadir (Srivastava vd., 1990). AST,
karaciger, kalp ve iskelet kasinda, bobrek, pankreas ve eritrositlerde yuksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu dokularda hasar oldugu zaman AST kana

salinir ve serum seviyeleri yiikselir (Giinsar, 2003).
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Transaminazlar (AST ve ALT) serumda ¢ok az miktarda bulunan intraselltler
enzim olmakla birlikte, karacier hiicre hasarlari enzimlerin plazmaya sizmasina
neden olabilir (Orug ve Uner, 2000). AST ve ALT gibi belirli enzimlerin inhibisyonu
ya da aktivasyonunun neden oldugu protein metabolizmasindaki degisimler, toksik
maddelerin karacigerde neden oldugu olumsuz etkiler arasinda rapor edilmektedir
(De la Torre vd., 2005). Kan plazmast mAST aktivitesinin belirlenmesi karaciger
hiicre hasarimin siddeti hakkinda bilgiye ulasmamizi saglar. Ayrica cesitli
ksenobiyotiklere maruz kalmis baliklarda, AST ve ALT biyokimyasal bir stres
indikatorii olarak kullanilmistir. Trifluralin herbisitine maruz birakilan sazan
baliklarinda karaciger ve kan serum AST aktivitesinde onemli bir artis oldugu
g6zlenmistir. Bir OP pestisit olan kurakrona maruz kalmis Cyprinus carpio’da ALT
ve AST aktivitelerinin kontrol gruplarina goére cok daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir. AST ve ALT’ nin balik kan plazmasinda belirlenmesi, balikta bakteriyel,
viral veya parazitik bir enfeksiyonun tanisinda veya zehirlenmelerde kullanilabilecek
parametrelerdendir. Toksikantlar enzim aktivitesini ve sentezini inhibe ederek kanda
diisiik enzim aktivitesi g6zlenmesine neden olurlar (Aydin, 2004). Lambda
Sihalotrine ve deltametrin pestisitlerine maruz kalan Xenopus iribaglarinda AST

aktivitesinin inhibisyona ugradigi rapor edilmistir (Aydin-Sinan vd., 2012).
1.6.7. ATPaz Enzimleri

Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hicre i¢i fonksiyonlarda énemli rol
oynayan, membrana bagli ve toksisiteye duyarli belirte¢ olan bir grup enzimdir.
Dokulardaki iyon hareketleri, osmotik basing, membran gecirgenligi ve yliksek
enerjili metabolik transformasyonlarin kontrollinde 6nemli gorevlere sahip olan
ATPaz enzimleri yiksek elektronegatif 6zellik gosterirler. (Riedel ve Christensen,
1979; Watson ve Beamish, 1980; Thaker vd., 1996; Atli ve Canli, 2011a). lyi bilinen
membrana bagli ATPaz’lar, Na'/K*-ATPaz, Ca*?-ATPaz ve Mg*2-ATPaz’dr.
ATPaz’lar, iyonik ve osmoregiilator sistemlerdeki bozukluklarin erken uyarilmasini

isaret etmektedir (Stagg vd., 1992; Sancho vd., 2003).

Na*/K*-ATPaz (E.C. 3.6.3.9), hiicre i¢ci Na"’y1 hiicre dis1 K* ile 3:2 oraninda
degistirmek i¢in ATP’nin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan enerjiyi kullanmaktadir (Sekil
1.20., Lodish vd., 2008). Boylece hiicre hacminin diizenlenmesi, iyon taginimi,

elektrokimyasal gradientin korunmasi gibi temel fonksiyonlarda onemli gorevlere
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sahiptir (Grosell vd., 2003). Na*/K*-ATPaz enziminin, kemikli baliklarin solungag
epitellerinde, ¢ogunlukla mitokondrice zengin hiicrelerde yer aldigi bilinmektedir.
Na*/K*-ATPaz enzimi, P tipi ATPaz grubunda olup heterodimerik bir integral
membran proteinidir. Enzim 100 kDa molekiiler agirliginda o alt tnitesi ile 60 kDa
molekiiler agirhigindaki glikozitlenmis B alt Unitesinden olusmus —-SH grubu
bakimindan zengin ve bir steroid tiirevi (kardiyak glikozit) ouabain tarafindan inhibe
olan bir enzimdir. Sucul organizmalar dikkate alindiginda, Na"/K*-ATPaz’in iyon
diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir ve Na*/K*-ATPaz
aktivitesindeki olas1 degisikliklerin dogal stres kaynaklarinda oldugu gibi cesitli
cevresel kirleticilere tepki olarak da gelistigi gozlenmistir. (Bianchini ve Wood,
2003; Bianchini vd., 2004, 2005).

E1 Na* ve ATP E1 Aspartatin E1 Konformasyonal
Baglanmas Fosforilasyonu Degisim

D)

3 Na' ATP ADP

Na' Salinim
K' Baglanmasi n

Defosforilasyon ve
Konformasyonal Degisim

] P, 4
Sekil 1.20. Plazma zarindaki Na*/K*-ATPazinin ¢alisma modeli.
Mg*-ATPaz (E.C. 3.6.3.1) enziminin oksidatif fosforilasyon ve iyon
tasinmasinda &nemli bir rol oynadigi belirtilmistir. Bununla birlikte Mg*2-ATPaz
enzimi, baliklarda solunga¢ epitelyumundan hiicre membran biitiinligi ve

gecirgenliginin stabilizasyonu igin gerekli olan Mg*?’

un tasinmasinda gorev
yapmaktadir (Parvez vd., 2006). Mg*2-ATPaz oligomisine (ATP sentaza baglanip,
proton kanallarin1 kapatarak protonlarin matrikse geri donmesini engelleyen ve
sonugta ATP sentezini inhibe eden madde) duyarli olan ve olmayan olarak
siiflandirildiginda; bunlardan oligomisine duyarli olanin solunum mekanizmasinda
gorev alan mitokondriyal Mg*2-ATPaz, oligomisine duyarli olmayanin ise daha ¢ok
endoplazmik retikulumda bulunan Mg*>-ATPaz oldugu diisiiniilmektedir (Stagg ve

Canl1, 1996).
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Sarkoplazmik retikulum tiibillerinde lokalize olan Ca*2-ATPaz (E.C. 3.6.3.8)
ise, hiicre membraninin stabilizasyonu igin gerekli olan Ca*?’un nM diizeylerinde
aktive olabilmekte ve ATP hidrolizinden agiga ¢ikan enerjiyi kullanarak
sitoplazmadan Ca*?’un uzaklastirilmasinda ve boylece diisiik hiicresel Ca*? igeriginin
korunmasinda gérev almaktadir (Watson ve Beamish, 1980; Saxena vd., 2000) (Sekil
1.21., Lodish vd., 2008). Ca*2-ATPaz, Ca'?> metabolizmasindaki 6nemi ve
yapisindaki fonksiyonel —SH gruplarina bagl olarak agir metal etkisinde inhibe
olmasi ile kirlilik ¢alismalarinda blylk 6nem kazanmaktadir (Wong ve Wong,

2000). Yapilan cesitli arastirmalar sonucu baliklarm Ca*?’

U sudan absorpladiklari
goriilmiistiir ve tath su baliklarinda genel olarak emilimin bagirsaktan ¢ok epidermal
yolla oldugu ve balikta Ca*? metabolizmasinin diizenlenmesinde Ca*>-ATPaz’in
onemli goreve sahip oldugu da belirtilmektedir. Solungaglar disinda Ca*™?-ATPaz
aktivitesinin yiiksek oldugu diger bir doku kalptir ve kalp sarkolemmasinda buna
bagl olarak biiyiik oranda Ca*? depolanmaktadir (Bansal vd., 1985). Sarkoplazmik
retikulumda Ca™?-ATPaz, kas kasilmasinda onemli rol oynayan bir intrinsik zar
enzimidir. Enzim, Ca*? iyonlarinin sitozolden sarkoplazmik retikuluma tasmmasinda
gorev alarak kasin gevsemesine neden olmaktadir. Bununla birlikte Ca™-ATPaz
aktivitesinin zar lipit ortamindan etkilendigi bilinmektedir (Watson ve Beamish,
1980; Saxena vd., 2000; Godiksen ve Jessen, 2002).

CaZ+Baglanma
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Sekil 1.21. iskelet kas hiicrelerinin sarkoplazmik retikulum zarinda yer alan Ca*2-
ATPaziin ¢aligma modeli.




2. KAYNAK OZETi

2.1.  Neonikotinoid ve Strobilurin Grubu Pestisitlerle Yapilan Calismalar

Neonikotinoid ve strobilurin pestisitlerin sucul canlilarin enzimlerinde
meydana getirdigi degisimler ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Diger neonikotinoid ve strobilurin pestisitlere oranla thiakloprid ve
trifloksistrobin etkileriyle ilgili olduk¢a sinirl sayida literatiire rastlanmistir. Deney
hayvani olarak kullandigimiz X. laevis Uzerine bu pestisitlerin akut toksik etkilerinin

daha 6nce ¢alisilmamis olmasi ¢alismamizin orjinalitesini gostermektedir.

Neonikotinoit bir insektisit olan imidaklopridin (IMI) subakut etkisine maruz
birakilan toprak solucan1 Aporrectodea nocturna ve Allolobophora icterica’da AChE
aktivitesinin = degigmedigi bildirilmistir. IMI'nin enzim aktivitesinden ¢ok

nAChRIerinin blokaj1 yoluyla etkili oldugu belirtilmistir (Capowiez vd. 2003).

Johanson vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, yaygin olarak kullanilan 6
pestisitin toksik etkileri, Rana temporaria iribaglarinda arastirilmistir. Akut toksisite
caligmasinda iribaglar, 72 saat boyunca azoksistrobin, siyanazin, esfenvalerat,
MCPA ([4-kloro-2-methilfenoksi] asetik asit), permetrin ve pirimikarbin yiiksek
dozlarina maruz birakilmigtir. Kronik toksisite c¢aligmalarinda ise ddllenmeden
metamorfoza kadar azoksistrobin, permetrin ve siyanazinin isvigre’deki tarimsal
arazilerin yiizey sularinda bulunabilecek dozlar1 kullanilmistir. Akut toksisite
caligmasinda en Oliimciil pestisitlerin azoksistrobin, permetrin ve pirimikarb oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, azoksistrobin, permetrin ve siyanazinin iribasglarin gelisimi
tizerinde negatif etkileri goriilmiistiir. En diisiik pestisit konsantrasyonlarinda
gergeklestirilen kronik toksisite calismalarinin, 6liime ya da gelisimde herhangi

aksakliga neden olmadig bildirilmistir.

Jemec vd. (2007), IMI ve ticari formulasyonu olan Confidor SL 200’in
Daphnia magna’nin biyokimyasal, iireme ve yasam parametreleri lizerine kronik
etkilerini incelemisler ve bu pestisitlerin, artan konsantrasyonlarina maruz kalan bu

canlida, ChE, GST ve CAT enzim aktivitelerini diislirdiiglinii rapor etmislerdir.

Bir neonikotinoid insektisit olan thiaklopridin (THI)’in Daphnia magna,
Asellus aquaticus, Gammarus pulex, Simpetrum striolatum, Culex pipiens, Notidobia

ciliaris ve Simulium latigonium gibi tatlisu bocek ve kabuklu tiirlerinde hem kisa

54



vadeli (24 saat) hem de maruziyet sonras1 11-30 gunlik gdzlemi kapsayan uzun
vadeli etkilerinin karsilastirildig1 bir ¢alismada, LCsp degerleri sirasiyla 4,400, 153,
190, 31.2, 6.78, 5.47 ve 5.76 ng/L olarak bulunmustur. Maruziyeti takiben yapilan
11-30 giinlik gézlem sonucu duyarlilik biiyiikligi, Daphnia magna < Asellus
aquaticus = Gammarus pulex < Simpetrum striolatum < Culex pipiens = Notidobia
ciliaris = Simulium latigonium seklinde tayin edilmistir. Ayrica, maruziyetten 4 ile
12 guin sonra thiaklopridin letal ve subletal etkilerinde gecikme meydana geldigi ve
kisa vadeli maruziyet (24 saat) sonucu elde edilen LCsg ile maruziyet sonrasi en uzun
(11-30 d) gozlem sonucu elde edilen deger arasindaki farkin 50 kattan daha fazla
oldugu bildirilmistir. Maruziyet sonrasi yapilan inceleme boyunca olusabilecek
gecikmeli etkilerin g6z oniinde bulundurulmasi, toksik etkilerin gercekei bir sekilde

yorumlanmasi i¢in gerekli oldugu bu g¢alismada gdosterilmistir (Beketov ve Liess,
2008b).

Neonikotinoid bir insektisit olan asetamipridin ticari formilasyonu
mospilan’in degisik konsantrasyonlarina maruz birakilan tatli su midyesi Anadonta
cygnea’nin sindirim kanali ve solunga¢ dokusunda SOD aktivitesinin ve GSH
miktarinin azaldigi, lipid peroksidasyonunun ise arttigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, acetamipridin AChE aktivitesinde bir degisime neden olmadigi ¢alismada

tespit edilmistir (Mishchuk ve Stolyar, 2008).

Osterauer ve Kohler (2008) tarafindan yapilan bir c¢alismada, zebra
baliklarinin (Danio rerio) embriyonik gelisimleri iizerine fiziksel stresér olarak
sicaklik ve insektisitlerin (THI ve diazinon) kombine etkileri incelenmistir. Erken
yasam evreleri, 5 farkli konsantrasyon (thiakloprid: 1, 5, 10, 15 ve 20 mg/L;
diazinon: 100, 500, 1000, 2000 ve 3000 ug/L) ve degisen sicaklik araliklarina (28, 30
ve 33.5 °C, kontrol grubu 26 °C) 72 ya da 96 saat boyunca maruz birakilmistir.
THI’nin, kalp hizi disinda yasamin erken evre parametreleri lizerine higbir etkisi
bulunamamis ve bu etkinin kirletici maruziyeti sonucu artan metabolizmadan
kaynaklandig1 disiiniilmiistiir. Diazinon maruziyeti, artan sicakliga bagli olarak
siddetli bir mortalite gostermistir. Test edilen sicaklik araligi ic¢inde o6zellikle
diazinonun 2000 ve 3000 pg/L konsantrasyonlarinda iribaglarda kalp hizinda artis,
yolk kesesi ve kalp kesesinde 6dem, omurga deformasyonlari ve 6liim oraninda artis
gbzlenmistir. Bagimsiz degiskenler olarak 1s1 ve madde konsantrasyonu

karigimlarinin doza bagli olarak sinerjistik etki gosterdigi bildirilmistir.
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IMI insektisitinin Mytilus galloprovincialis midye tiiriinde neden oldugu
toksisiteye ait biyokimyasal degisimlerin degerlendirildigi diger bir calismada, AChE
aktivitesinin solunga¢ dokusunda azaldigi, neonikotinoid thiakloprid etkisinde ya da
her ikisinin kombinasyonunda ise aktivitenin arttigi belirlenmistir. Buna gore
ChE’larin neonikotinoidlere yanitinin tilire-6zgii oldugu belirtilmistir (Dondero vd.

2010).

Kumar vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bir tatlisu baligi olan
Channa punctatus’un karaciger, beyin, solungag, kas ve bobrek enzimleri Uzerine
thiamethoksamin 24, 48, 72 ve 96 saatlik subletal dozlarinin etkisi incelenmistir. Bu
calisma sonucunda, farkli dokularda artan nétral ve alkalin proteaz aktivitesinin
enerji kaynaklarinda meydana gelen bozulma sonucu olustugu ve alkalin proteaz
aktivitesinin yliksek protein hasar gostergesi olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.
Ayrica, thiamethoksam maruziyeti sonucunda, aspartat amino transferaz (AST),
alanin amino transferaz (ALT) ve glutamat dehidrojenaz aktivitelerinin arttigi rapor

edilmistir.

Subkiitan (deri altindan) uygulanan neonikotinoid insektisid thiamethoksamin
subkronik etkisinde, sicanlarin beyin dokusunda AChE aktivitesi azalmistir. Bu
etkinin ana bilesikten mi yoksa metabolitlerinden mi kaynaklandigim
belirleyebilmek icin ileri caligmalara gereksinim duyuldugu belirtilmistir (Rodrigues
vd. 2010).

Bir neonikotinoid insektisit olan IMI’nin kisa siireli etkisine maruz kalan tathi
su baligi Cyprinus carpio’un karacigerinde, GSH miktar1 artarken uzun vadeli
maruziyette ise inhibisyona neden olmustur. Ayrica, karaciger ve beyinde lipid
peroksidasyonu ile protein karbonil miktarinda artis, karacigerde total protein

miktarinda ise azalma oldugu rapor edilmistir. (Serbes, 2011).

Bayci (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yesil kurbaga Rana clamitans
iribaglar1, IMI’nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve iribaslarin hayatta
kalma, biiyiime, gelisim ve davramslarindaki degisimler incelenmistir. Iribaslarn
biliylime ve gelisimleri iizerine IMI’nin herhangi bir etkisinin olmadig: bildirilmistir.
Bununla birlikte, insektisitin en yiksek iki dozuna (200 mg/L ve 400 mg/L) maruz
birakilan iribaglarda gozlenen hayatta kalma ve davranigsal etkiler, sinirlerin asiri

uyarilmasina bagli olarak ortaya ¢ikan felg ve/veya 6liim olarak tespit edilmistir.
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Neonikotinoid bir insektisit olan asetamipride oral olarak maruz birakilan
farelerin testis dokusunda lipid peroksidasyonu ve nitrik oksit diizeyinin arttidi,
CAT, GPx ve SOD enzim aktivitelerinin azaldig1 ve asetamiprid metabolitlerinin
testislerde oksidatif stres yoluyla {ireme islevlerine hasar verebilecegi rapor

edilmistir. (Zhang vd. 2011).

Neonikotinoid THI’nin akut ve subakut etkisinde, sican dalak, kemik iligi ve
timus dokularinda lipid peroksidasyonu artarken, GSH miktari, CAT ve GPx
aktiviteleri azalmigtir. SOD aktivitesinin dalak ve kemik iliginde artis gdsterdigi,
GST aktivitesinin ise yalniz timus dokusunda azaldigi belirlenmistir. Bobrek hasari
ile iligkili serum iire ve kreatinin diizeylerinin de artti1 ve antioksidan savunmanin
bu pestisidin metabolizmas1 sirasinda iiretilen oksidatif molekiiller nedeniyle

zayiflamig olabilecegi bildirilmistir (Aydin 2011).

IMI ve onun tirevi olan 6-kloronikotinik asitin bir kabuklu amfipod olan
Gammarus fossarum’da neden oldugu oksidatif stres yanitlar1 ve davranis
degisiklikleri ile bir tatli su algi olan Desmodesmus’un biiylime orani iizerine
etkilerinin arastirildigir bir ¢alismada, 6-kloronikotinik asitin lipid peroksidasyon
diizeyini degistirmeksizin sadece antioksidan mekanizmay1 (CAT) onemli derecede
etkiledigi, fakat tiim konsantrasyonlarin GST ve AChE inhibisyonuna neden

olmadigini tespit edilmistir (Malev vd., 2012).

Neonikotinoid  insektisit ~ olan  thiamethoksamimn  farkli  subletal
konsantrasyonlarina (2.6, 5.1, 51.2 ng/ar1) 48 saat boyunca maruz birakilan bal
arilarinda biyobelirte¢ olarak gesitli enzim yanitlari, Beneteau vd. (2012) tarafindan
incelenmistir. CAT, GST ve AChE aktivitelerindeki degisimler, 60 giin boyunca
ekstraksyon yapilarak aragtirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, CAT, GST ve AChE
enzimlerinin thiamethoksam toksisitesi i¢in uygun biyobelirtecler oldugu sonucuna

varilmigtir.

Yeni bir neonikotinoid insektisit olan guadipirin’in Daphnia magna tiri
Uzerine etkisinin degerlendirildigi bir toksisite ¢alismasinda, insektisitin 48 saatlik
maruziyeti sonucu ECso degeri 13.01 mg/L olarak belirlenmistir. Bu siire iginde
AChE ve GST aktivitesi 6nemli 6l¢iide artirdigi halde, CAT aktivitesinde bariz bir
etki gortilmemistir. Bu sonuglar 1s1¢inda guadipirin’in dafnialar i¢in kismen toksik

oldugu bildirilmistir (Qi vd, 2013).
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Strobilurin - grubu  fungusit olan trifloksistrobinin  (TFS) toksisite
parametrelerini ve avlanma orani iizerine etkilerini arastirmak amaciyla, bir baligin
(Synbranchus marmoratus) avci, dort Anura tlrine (Rhinella arenarum,
Physalaemus santafecinus, Leptodactylus latrans ve Elachistocleis bicolor) ait
iribaglarin ise av olarak kullanildigi bir caligmada, dort iribas tiiriinde TFS’nin esit
toksik etki gostermedigi belirtilmistir. En hassas tiiriin Elachistocleis bicolor oldugu
ve bu tdri P. santafecinus, R. arenarum ve L. Latrans’nin takip ettigi tespit
edilmistir. Avlanma oranlari, bu fungusite maruz birakilmis ve birakilmamis av-avci
karigimlar1 gibi farkli uygulamalar kullanilarak degerlendirilmistir. TFS’nin av
hareketlerini sinirlandirmasindan dolay1, balik-iribas etkilesim sonucunu degistirdigi
caligmada gosterilmistir. Avcinin avi algilamasi azaldigindan, iribaglarin hayatta
kalma sans1 artmis, bununla birlikte degerlendirilen dénem boyunca baligin
neredeyse TFS’ye maruz birakilan iribaglardan kaginarak maruz birakilmamis
iribaglar iizerinden beslendigi vurgulanmistir. Avlanma oranlari, iribag tiirleri
arasinda farklilik gdstermis ve bu farkliliklarin TFS maruziyetinden ziyade, tiirler
arasindaki davramigsal farkliliktan kaynaklandigi ifade edilmistir. Subletal TFS
konsantrasyonlarinin iribas davraniglarinda degisiklige neden olabilecegi ve bu
durumun da av-avcr etkilesimini dolayli olarak etkileyebilecegi agiklanmistir (Junges
vd., 2012).

Ug strobilurin fungusite ait formiilasyon (Headline, Stratego ve Quilt) ve aktif
igeriginin (Al) (piraklostrobin, propikonazol, trifloksistrobin ve azoksistrobin) akut
toksisite etkilerini Bufo cognatus iribaglarinda, dort konsantrasyon ve bir kontrol
grubu kullanarak karsilastiran bir arastirmada, biitiin fungusitlerin formilasyon ve
Al’larmin iribaglar i¢in toksik etki gosterdigi ve en yiiksek dozlarda Headline ve
Stratego formiilasyonlarinin %100 mortaliteye neden oldugu belirtilmistir. Quilt
formilasyonu ile onun Al’ine, maruz birakilan iribaglarda % 50 ile 60 arasinda
6lume sahip oldugu tespit edilmistir. Sonuglar, AI’lerin, Quilt ve Stratego icgin en
Olimciil yanitlardan sorumlu oldugunu gostermistir. Headline ile yapilan
uygulamalar sonucu, Al’in gevreyle ilgili konsantrasyonlarda iribaslar igin toksisite
gosterdigi, ayrica Headline ticari formiilasyonu igerisinde bulunan yardimci
maddelerin fungusitin daha toksik olmasina yardimci olarak mortaliteye katkida

bulundugu ileri siiriilmiistiir (Hooser vd., 2012).
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Bir strobilurin fungusit olan azoksistrobinin olusumu ve etkileri lizerine genis
bir literatir taramasi yapilan derlemede, bu fungusitin sucul ekosistemlerdeki
direngliligi ve bilimsel veri tabanindaki boslugu gidermek amaglanmis, analitik
prosedirler, mevcut mevzuatlar ve diizenlemeler de degerlendirilmistir. Toplanan
veriler, azoksistrobinin g¢evredeki ¢ogu metabolitleri i¢in uygun analitik referans
standartlara ihtiya¢ oldugunu ortaya koymustur. Sediment ve sucul organizmalarin
dokular1 gibi karmasik matrisler i¢cin dogrulayici yontemlerin oldukga sinirlt oldugu,
nehir agz1 - deniz gibi dogal ekosistemlerde, azoksistrobin ve metabolitlerinin bazal

degerleri ile ilgili bir bilginin bulunmadig1 gosterilmistir (Rodrigues vd., 2013).

2.2.  Diger Pestisit ve Kimyasallarla Yapilan Calismalar

C. carpio’nun farkli dokularinda, yaygin olarak kullanilan organofosfat
insektisit diazinonun oksidatif stres ve asetilkolin esteraz Uzerine etkilerinin
arastirildigi bir ¢alismada, diazinonun subletal konsantrasyonlarina (0.0036, 0.018 ve
0.036 ppb) 5, 15 ve 30 gin boyunca maruz birakilan C. carpio’nun biyokimyasal
stres yanitlar1 spektrofotometrik olarak solungag, kas ve bobrek dokularinda AChE,
Na*/K*-ATPaz, SOD, CAT ve GPx aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) ve protein
icerikleri ol¢iilmiistiir. Sonuglar, solungag ve kas dokularinda AChE, kas ve bobrek
dokularinda Na'/K*-ATPaz aktivitelerinin azaldigi, antioksidan enzimlerden ise
Ozellikle SOD’un solungag, bobrek ve kas dokularinda artis gosterdigi rapor
edilmigtir. 15 gilinlik maruziyete kadar diazinon dozu yavas yavas artirildigindan
dolay1, protein igeriginin sadece solunga¢ dokusunda azalis gosterdigi belirtilmistir.
15 ve 30 gilinliilk maruziyet periyodu sirasinda baliklardaki protein diizeyinin kontrol
grubundakine ulastigi gozlenmistir. Bu ¢alisma, dokulardaki farkli antioksidan
diizeylerine bagli olarak, pestisit maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stresi
notralize etmek igin, C. carpio’nun dokuya 6zgii adaptif yanit olusturdugunu ortaya

koymustur (Orug ve Usta, 2007).

Agrahari ve Gopal (2008) tarafindan yapilan bir ¢calismada, bir tatli su balig
olan Channa punctatus, organofosfat insektisit monokrotofosun 96 saatlik LCso
degerine bagli olarak segilen iki subletal konsantrasyonuna (LCso/10 = 1.86 mg/L ve
LCs0/20 = 0.96 mg/L) 15 ve 60 giin boyunca maruz birakilmistir. Monokrotofosun

karaciger, bobrek, kas, bagirsak, beyin, kalp ve solunga¢ Na*/K™-ATPazi iizerine
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etkisinin arastirildigi bu ¢alismanin sonucunda, dokulardaki Na*/K*-ATPaz aktivitesi
izerinde insektisitin 6nemli bir inhibitor etkisine sahip oldugu gdsterilmistir. 0.96
mg/L’lik subletal konsantrasyonda inhibisyon oranlar1 solunga¢ (70%) > bobrekler
(63%) > beyin (57%) > bagirsak (52%) > karaciger (50%) > kas (47%) > kalp (44%)
olarak, 1.86 mg/L’lik subletal konsantrasyonda ise solungac (90%) > kalp (78%) >
bobrek (78%) > kas (74%) > bagirsak (71%) > beyin (67%) > karaciger (63%) olarak
tespit edilmistir. Ayrica, maruziyet siiresinin, enzim inhibisyonunda dozdan daha

onemli oldugu belirtilmistir.

Poliklorlu bifenil (PCB) pestisitlerden Aroklor 1254’Un oksidatif stres
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 35/36. evredeki Xenopus laevis iribaslari
kullanilmistir. Aroklor 1254°{in ¢evrede bulunabilecek dozlarmma (0.1 ve 1 mg/L)
maruz birakilan iribaslarda lipid peroksidayon (LPO) ve antioksidan sistemler (SOD,
CAT, GST, GPx, GR aktiviteleri ve toplam GSH diizeyi) arastirilmistir. Her iki
konsantrasyon maruziyetinin, ortalama viicut agirligini azaltirken, canlilik ve gelisim
tizerine etki gostermedigi belirtilmistir. Kontrol ve DMSO grubuna gére SOD ve
GST aktivitesi, istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bir sekilde artis gdsterirken, diger
antioksidan enzim aktivitelerinde ve LPO degisimlerinde anlamli bir fark
goriilmemistir. Gelisimin erken evrelerindeki X. laevis iribaslarinin antioksidan

sistemlerdeki degisimlerin degerlendirilmesine 151k tuttugu vurgulanmistir (Gillardin

vd., 2009).

Propikonazolun (PCZ) subletal dozlarina (0.2, 50 ve 500 pg/L) maruz
birakilan Oncorhynchus mykiss’de sindirim enzimleri (proteolitik enzimler ve
amilaz), antioksidan yanitlar (TBARS, CP, SOD, CAT, GR ve GPx) ve enerji
metabolizmas1 parametreleri (Na*/K*™-ATPaz) gibi ¢oklu biyobelirteglerin calisildig
bir ¢alismada, PCZ’nin 500 pg/L’lik maruziyetinin (p<0.01) proteolitik enzim ve
amilaz aktivitelerini inhibe ettigi, daha diisiik PCZ konsantrasyonlarinda antioksidan
SOD, CAT, ve GPx enzim aktivitelerinin derece derece arttigi (0.2 ve 50 pg/L)
belirtilmistir. En yiliksek konsantrasyonda ise (500 pg/L), oksidatif stres gostergesi
olarak, antioksidan enzim aktivitesindeki inhibisyon ile iliskili olarak, yiiksek lipid
peroksidasyonu ve protein karbonil olusumu (p<0.05) gézlenmistir. Bununla birlikte,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 500 pg/L’lik PCZ maruziyetinin, balik sindirim
sisteminde Na*/K*-ATPaz1 inhibe ettigi saptanmustir (p<0.01) (Li vd., 2010).
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Serum parametrelerinin ¢alisildigi bir c¢aligmada, nil tilapyas1 olarak
adlandirilan Oreochromis niloticus, sentetik bir piretroid olan sipermetrin (CYP) ile
esansiyel metal Cu ve esansiyel olmayan metal Pb’ye maruz birakilmistir. 0.05 pg/L
CYP, 0.05 mg/L Cu ve 0.05 mg/L Pb’ye 4 ve 21 giin boyunca maruz birakilan
baliklarda serum enzim aktiviteleri, metabolit ve iyon degisimleri ¢alisilmistir. CYP,
Cu ve Pb maruziyetine bagli olarak, ALT ve AST aktiviteleri her iki uygulama
periyodunda artis gostermistir. 4 ve 21 giinliik pestisit maruziyeti sonucu baliklarda
LDH ve alkalin fosfataz (ALP) aktivitelerinde artis goriiliirken, Cu ve Pb’ye maruz
birakilan baliklarda ise ayni enzim aktiviteleri sadece 21 giinliik uygulamada artig

gostermistir (Firat vd., 2011).

Rhinella arenarum iribas esterazlar1 ve antioksidan enzimleri tizerine Kuzey
Patagonya tarim arazilerinde kullanilan azinfos metil (AZM) ve karbarilin (CB)
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, iribaslar 48 saat boyunca 3 ve 6 mg/L. AM, 10
ve 20 mg/L CB’ye iribaslar maruz birakilmistir. Calismada, CaE ve AChE
aktivitelerinin kuvvetli bir sekilde AZM ve CB tarafindan inhibe edildigi, GST
aktivitesinin ise 6onemli derecede indiiklendigi vurgulanmistir. GST aktivite artisinin,
AZM ve CB maruziyetine karst onemli bir adaptif yanit olugturdugu, bunun nedeni
olarak da bu enzimin pestisit etkisinin gideriminde rol almasindan kaynaklandigi
bildirilmistir. 6 mg/L AZM’ye maruz kalmis iribaslarda, SOD aktivitesi artig
gosterirken, CAT aktivitesi her iki pestisit tarafindan 6nemli 6l¢lide inhibe edilmistir.
Pestisit maruziyetinin GR ve GPx aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
etkilemedigi belirtilmistir. R. arenarum iribaslarinda esterazlar ile birlikte CAT ve
GST enzimlerinin, CB ve AZM maruziyeti icin uygun biyobelirtecler oldugu bu
calismada rapor edilmistir (Ferrari vd., 2011).

Rhinella arenarum iribaglarinin Glifosat (CF-GLY) icerikli dort herbisit
formilasyonuna (Roundup Ultra-Max (ULT), Infosato (INF), Glifoglex ve C-K
YUYOS FAV) maruz birakildig: bir ¢alismada, 6-48 saatlik akut toksisite etkilerinin
ortaya konulmas i¢in kontrol, 1.85, 3.75, 7.5, 15, 30, 60, 120 ve 240 mg ae (asit
esdegeri)/L konsantrasyonlar1 kullanilmis ve AChE, BChE (butiril kolin esteraz),
CaE ve GST aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Statik olarak CF-GLY’e maruz birakilan
iribaglarda 48 saatlik LCso degerlerinin, 2.42 mg ae/L (ULT) ile 77.52 mg ae/L

(FAV) arasinda degistigi belirlenmistir. 24 saatlik maruziyette LCso degerleri, biitiin
CF-GLY formiilasyonlar1 i¢in saptanmistir. 48 saat boyunca biitliin CF-GLY
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konsantrasyonlarina maruz birakilmig iribaglarda AChE, BChE, CaE ve GST
aktivitelerinde azalis goriilmiistiir. Bu inhibisyonlar; AChE i¢in (kontrol =
17.50£2.23 nmol/min/mg/protein) maksimum inhibisyon INF 30 mg ae/L
uygulamasinda %71.52, BChE igin (kontrol = 6.31+0.86 nmol/min/mg/protein)
maksimum inhibisyon INF 15 mg ae/L uygulamasinda %78.84, CaE i¢in (control =
4.39+0.46 nmol/min/mg/protein) maksimum inhibisyon INF 15 mg ae/L
uygulamasinda %81.18, GST i¢in (kontrol = 4.86+0.49 nmol/min/mg/protein)
maksimum inhibisyon INF 1.87 mg ae/L uygulamasinda %86.12 bulunmustur. Bu
sonuglar, CF-GLY’nin biiyiikk oranda toksisite gosterdigi ve biitin enzim
parametrelerinin R. arenarum iribaslar i¢in uygun erken uyari belirtegleri oldugunu

gostermistir (Lajmanovich vd., 2011).

Kentsel, evsel ve endiistriyel atiklarin higbir aritima tabii tutulmadan
bosaltildig1 Meksika platosundaki Yurira Golii ve bu golii besleyen irmak kollarinin
suyuna 96 saat boyunca maruz birakilan Goodea atripinnis tiirii baliklar ile yapilan
bir calismada, kullanilacak olan sular (agir metal, organoklorlu ve aromatik
hidrokarbonlu pestisitlerin yogun olarak bulundugu) 2005 yilinin Mart ve Haziran
aylarinda 3 bolgeden (Y:limnetik zon, L: gole dokiilen Lerma irmak kolu, C: gdle
dokiilen le Cinta irmak kolu) toplanmistir. Bu sulara maruz birakilan baliklarin
karacigerinde SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzim aktiviteleri, Na*/K*-ATPaz
aktivitesi, lipid peroksidasyon (LPO) degisimleri ile gol suyuna ait fiziksel ve
kimyasal parametreler analiz edilmistir. Kontrol gruplarn ile karsilagtirildiginda, her
lic bolge suyuna maruz birakilan baliklarda GPx ve SOD aktivitelerinde istatistiksel
acidan (p<0.05) onemli bir inhibisyon, CAT aktvitesi ve LPO diizeylerinde ise artis
(p<0.05) belirlenmistir. Mart ve Haziran aylarinda limnetik bolgeden toplanan sulara
maruz birakilmis baliklarda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrol grubuna benzerlik
gosterirken, Mart ayinda L ve C bolgelerinden toplanmis sulara maruz kalan
baliklarda ise aktivite kontrol grubundan daha yiiksek (p<0.05) bulunmustur. Haziran
aymda L bolgesinden toplanan g6l suyuna maruz kalan G. atripinnis tiirii baliklarda,
Na*/K*-ATPaz aktivitesinin, kontrol grubundakinden daha diisiik oldugu
gosterilmistir (p<0.05). Mart doneminde sirasiyla L ve Y bolgeleri i¢cin CAT ve
Na'/K*-ATPaz aktivitelerinin Haziran ayindakine gore artis gosterdigi, Haziran

doneminde ise Mart ay1 ile karsilastirildiginda sirasiyla L ve Y bolgeleri i¢in SOD ve
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GPx aktivitelerinin neredeyse %100 inhibisyona ugradig: bildirilmistir (Lopez-Lopez
vd., 2011).

Atli ve Canli (2011b) tarafindan yapilan bir c¢alismada, tathisu baligi
Oreochromis niloticus, farkli derisimlerdeki (0; 0.1; 0.5; 1.0; 1.5 pg/mL) Cu*?, Cd*?,
Cr'®, Ag* ve Zn*®ye 96 saat boyunca ve aym metallerin 0.05 pg/mL’lik
derigimlerine ise 0, 5, 10, 20 ve 30 giin siireyle maruz birakilmistir. Deney siireleri
sonunda, solungag, bobrek ve kas dokularinda Na*/K*-ATPaz, Mg*-ATPaz, toplam-
ATPaz, Ca*2-ATPaz enzim aktiviteleri ile toplam protein, metal ve iyon diizeyleri
(Na*, K*, Ca*?, Mg*?) sl¢iilmiistiir. Kronik uygulamalarda, Ag* harig hichir metalin
30 giinliik stirede letal etki gostermedigi belirtilmistir. Ag™ etkisinde kalan bitin
baliklarin 16. giiniin sonunda 61diigii rapor edilmistir. Akut ve kronik uygulamalar ile
in vivo ve in vitro kosullarda, metallerin Na*/K*-ATPaz ile Ca*?>-ATPaz aktivitesini
azalttigi, toplam-ATPaz ile Mg*?-ATPaz aktivitesinde ise azalis yaninda artisa da

neden oldugu gosterilmistir.

Atrazin (ATR) ve klorpirifos’a (CPF) 40 giin boyunca birebir ve karigim
halinde maruz birakilan C. carpio’nun karaciger ve solunga¢ dokularinda oksidatif
stres yanit1 ile histopatalojik degisimlerin incelendigi bir ¢alismada, baliklar ayrica
20 gun boyunca geri donilisiimlii uygulamasina maruz birakilmiglardir. ATR ve
CPF’nin 40 giinlik karisim ve birebir uygulamalar1 sonucunda, karaciger ve
solunga¢ dokularinda doza bagimli bir sekilde antioksidan enzim aktivitelerinin
(SOD, CAT ve GPx) azaldigi, malondialdehit (MDA) igeriginde ise artis oldugu
calismada belirtilmistir. 20 giinliikk recovery maruziyeti sonrasinda, antioksidan
enzim aktivitelerinin ve MDA igeriginin, daha diisilk dozlar disinda en yiiksek
dozlarin hepsine karsilik gelen uygulama gruplarindakinden istatistiksel olarak
(p<0.05) daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin baliklarda oksidatif stresi
indiikleyen ATR, CPF ve ATR/CPF karisim maruziyetinin mekanizmasinin
anlagilmasina yardimci oldugu belirtilmistir (Xing vd., 2012).

Aydin-Sinan vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 46. evredeki X.
laevis iribaglar1 168 saat boyunca, piretroid insektisitler olan deltametrin ve A-
siyahalotrine maruz birakilmis ve bu siire sonucunda LCso degerleri sirasiyla 6.26 ve
3.94 pug AI/L olarak bulunmustur. 24 saatlik pestisit maruziyeti sonucunda

zehirlenmenin erken belirtilerini gosterebilmek icin GST, CakE, AChE, LDH, ACP ve
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AST enzim aktiviteleri degerlendirilmistir. Her iki insektisit, ACP ve AST
aktivitelerinde inhibisyona neden olmustur. GST, CaE ve LDH aktivitelerinde
inhibisyona neden olan A-siyahalotrinin aksine, deltametrin AChE aktivitesinde artisa
yol agmistir. Sonugta, X. laevis’in test edilen piretroidlere karsi duyarli oldugu ve
enzimsel yanitlarin, piretroid insektisitlere ait toksik etkinin dogal kosullarda
bulunan amfibilerde degerlendirilmesi igin potansiyel biyobelirtegler oldugu

vurgulanmustir.

Endiistriyel ve tarimsal kirliligin yogun oldugu Meri¢ Deltasi’nda yasayan C.
carpio tiirli baliklarda, sucul ¢evrede yaygin olarak bulunan ve kalicilig yiiksek olan
organoklorlu pestisit (OCPs) etkilerinin degerlendirildigi bir calismada, c¢esitli
biyobelirte¢ aktiviteleri degerlendirilmistir. Baliklar, dort 6rnekleme doneminde,
kontaminasyonun yogun oldugu ve kirliligin nispeten daha az oldugu bdlgelerden
elde edilmistir. Baliklarda biyobelite¢ olarak, hepatik GST, Cak, LDH, AST ve ACP
aktiviteleri Olclilmiistiir. Meri¢ ve Ergene nehirlerinin birlesme bolgelerinden elde
edilen baliklarin hepatik GST aktivitelerinde artis bulunurken, Enez bolgesinden
toplanan baliklarda ise bir azalis rapor edilmistir. Bu ¢aligmada, GST ve CaE’in
cevresel Kkirleticilerin degerlendirilmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

vurgulanmistir (Giingordii vd., 2012).

Pestisitlerin  hedef olmayan organizmalar Uzerindeki toksik etkilerini
belirlemek igin yapilan bir laboratuvar calismasinda, glifosat ve methidatyonun
toksik etkileri, Pelophylax ridibundus, Pseudepidalea viridis ve X. laevis olmak
lizere U¢ anura tiiriinlin erken gelisim evrelerinde karsilagtirmali  olarak
degerlendirilmistir. Glifosat ve methidatyonun 96 saatlik LCso degerleri, P. viridis
iribaglar1 i¢in 25.7-19.6 mg aktif icerik (Al)/L; P. ridibundus iribaslari igin 27.4—
22.7 mg Al/L ve X. laevis iribaslar1 i¢in 15.3-5.05 mg AI/L bulunmustur. Toksik
etkinin erken belirtileri olarak, GST, AChE, CaE, GR, LDH ve AST enzim
aktiviteleri, 96 saat pestisitlere maruz kalan 4 giinliik iribaglarda tayin edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, 3.2 mg AI/L methidatyon dozuna maruz kalan
P. ridibundus, P. viridis ve X. laevis iribaslar1 igin sirasiyla %173, %83 ve %38
oraninda GST aktivitesinin indiiklendigi, AChE aktivitesinin ise % 86, % 96 ve %30
oraninda inhibe ettigi gosterilmistir. Methidatyon maruziyetinin aksine, glifosat
maruziyetinin kontrol grubuna gdre butin enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak

onemli artiglar gosterdigi rapor edilmistir. 3.2 mg AI/L glifosat maruziyeti
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sonrasinda, GST ve AChE aktivitelerindeki artis diizeyleri, P. ridibundus igin
sirastyla %111 ve % 31; P. viridis igin %13 ve %51 ve X. laevis igin %15 ve %36
olarak bildirilmistir. Erken uyar1 indikatorleri olarak AChE, CaE ve GST’nin, anuran
iribaglarinda bu pestisitlerin toksik mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in uygun

biyobelirte¢ enzimler oldugu gosterilmistir (Giingordii, 2013).

Gingordu vd. (2013b) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yeni sentez edilmis
benzimidazol kokenli sekiz organofosfor (OP) bilesigin toksik ozellikleri, 46.
evredeki X. laevis iribaglarinda in vivo ve in vitro olarak degerlendirilmistir. Her iki
uygulama i¢in referans bilesik olarak azinfos metilin (AZM) ticari sollisyonu
kullanilmistir. Test edilen bilesiklerin hepsi i¢in 46. evredeki iribaglarda, 24 saatlik
LCso degerleri 9.54-140 uM araliginda belirlenmistir. Bilesiklerin lethal etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla, in vivo kosullarda X. laevis iribaslari, bilesiklerin LCsp,
LCso/2 ve LCso/4 konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve biyobelirteg olarak AChE,
CaE, GST, GPx, GR, LDH, AST ve ALT enzim aktiviteleri degerlendirilmistir. in
Vvivo uygulama kosullarinda, belirlenen dozlara maruz birakilan iribaglarda, AZM ve
test edilen sekiz OP bilesikten yedisinin CaE inhibisyonuna neden oldugu, diger
enzim biyobelirteglerinde ise OP bilesigine ve doza bagli olarak aktivitelerde
inhibisyon ve artiglar goriildiigii belirtilmistir. Bununla birlikte, 30 dakikalik in vitro
maruziyet kosullarinda, ticari olarak satilan elektrikli yilanbaligi (Electrophorus
electricus) AChE’1 ve X. laevis homojenatlari kullanilarak sekiz OP bilesigin AChE
inhibisyon kapasitesi tayin edilmistir. CaE inhibisyon kapasitesi ise sadece X. laevis
homojenatlarinda tayin edilmistir. in vitro maruziyet kosullarinda Sekiz OP bilesigin
AChE aktivitesinde %23’den fazla inhibisyona neden olmadigi belirtilen bu
calismada, AZM maruziyetinin, X. laevis homojenatlarinda %26, -elektrikli
yilanbalig1 (Electrophorus electricus) AChE aktivitesinde ise %97 inhibisyona neden
oldugu vurgulanmistir. Bunula birlikte aym1 kosullarda CaE inhibisyonunun AZM

i¢cin %46, diger bilesikler i¢in %8 ile 33 arasinda oldugu rapor edilmistir.

Eroglu ve Canli (2013) tarafindan yapilan bir c¢alismada,]1 upg/mL
derisimindeki Cd*? ve Zn*?’in ayr1 ayn ve birlikte etkilerine farkli siirelerde (0, 7, 14,
21 ve 28 giin) maruz kalan tatlisu baligi1 Oreochromis niloticus’un farkli dokularinda
ATPaz grubu enzimlerin (Na*/K*-ATPaz, Mg*2-ATPaz ve Ca*2-ATPaz) tepkileri
incelenmigtir. Deney siireleri sonunda, baliklarda solunga¢ dokusunda Na*/K'-

ATPaz, Mg*2-ATPaz ve Ca*>-ATPaz aktiviteleri ile kas dokusunda Ca*2-ATPaz
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aktiviteleri ol¢lilmiistiir. Baliklar deney kosullarinda 28 giin yasarken herhangi bir
saglik sorunu gozlenmemistir. Metallerin ayr1 ayr1 ve birlikte etkisinde kalan
baliklarda solunga¢ ve kas ATPaz aktivitelerinde bazi O6nemli degisimler
goriilmiistiir. Buna gore Na'/K'-ATPaz ve Ca*?-ATPaz, aktiviteleri metal tir(,
metallerin ayr1 ayr1 ve birlikteki etkileri, etki siiresi ve doku tipine bagli olarak
genellikle azalis yoniinde bir degisim gosterirken, Mg™-ATPaz aktivitelerinde
anlaml bir degisiklik goriilmemistir. Baliklarin doku protein diizeylerinde ise genel

olarak bir degisim goriilmemistir.

Literatlirde, segilen iki pestisit karigtmiin organizmalar {izerine etkileri
konusunda herhangi bir bilgi mevcut degildir. Bu nedenle ¢alismalarimizda hem
secilen pestisitlerin etkilerinin tek tek ele alinip, X.laevis gelisimi tizerine toksik
etkilerinin ortaya konulmasi, hem de her iki pestisit karistminin etkilerinin birlikte
degerlendirilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir ve bu konuda yapilan ilk ¢alismasi

olmas1 da ¢alismamizin orjinalitesini saglamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanmilan Pestisitler

Calismada sentetik neonikotinoid insektisitlerden Thiakloprid (THI) ((Z)-N-
{3-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-1,3-thiazolan-2-yliden}cyanamide) ve strobilurin
fungusitlerden Trifloksistrobin (TFS) (methyl (E)-methoxyimino-{(E)-a-[1-(a,a,a-
trifluoro-m-tolyl)ethylideneaminooxy]-o-tolyl}acetate) kullanilmistir. Calismalarda
kullanilan pestisitlerden Thiakloprid CALYPSO OD 240, Trifloksistrobin ise FLINT

WG 50 ticari ad1 ile Bayer Tiirk tarafindan iiretilen ve pazarlanan preparatlardir.

3.2.  Xenopus laevis Yumurta ve Iribaslarinin Saglanmasi

Calismada deney hayvani olarak kullanilan Xenopus laevis (Afrika Tirnakli
Kurbagasi) tiirii iribaslar, Inonii Universitesi Biyoloji B6limii Cevre Toksikolojisi
Arastirma Laboratuvarinda yasatilmakta olan koloniden elde edildi. Calismada
yumurta elde edilirken her seferinde farkli ergin disi ve erkek X. laevis bireyleri
kullanildi. Bu laboratuvarin ortam sicakligi devamli olarak 23+1°C’de tutulmakta
olup, deneysel calismalar da ayni ortamda yiiriitildii ve tim caligmalar ergin
bireylerin yasatilmakta oldugu ortam kosullarinda siirdiiriildii. Ayrica, caligma
ortaminda 12:12 saat aydinlik:karanlik 151k periyodu uygulandi. Calismada kontrol
amacl kullanilan ve igerisinde yumurta ve iribas gelisiminin saglandigi FETAX
soliisyonu, Tip I ASTM standartlarina uygun sekilde hazirlandi (ASTM, 1998).
Buna gore 1 L distile suda 625 mg NaCl, 96 mg NaHCO3, 30 mg KCI, 15 mg CaCly,
60 mg CaS04.2HO ve 75 mg MgSOs olacak sekilde FETAX soliisyonu her

kullanimdan Once taze olarak hazirlanda.

Uygulama oncesi yeterli yumurta elde etmek i¢in iki & ve iki @ ergin
kurbaga 100 x 40 x 60 cm (Boy:En:Derinlik) boyutlarinda ayr1 akvaryumlara
alimarak 48 saat siireyle bekletildi. Spermatogenez ve oogenezi tesvik etmek
amaciyla Birhanli (2003) tarafindan uygulanan protokol kullanildi. Yumurtalarin
elde edilmesi istenen giinden 36 saat énce, iki & kurbagaya 200 IU insan koryonik
gonadotropin hormonu (hCG) (Pregnyl® 5000 IU, Organon Tiirkiye) dorsal lenf
bezlerinden enjekte edildi. 36 saatin sonunda iki ¢ kurbagaya 600 IU, dnceden
hormon uygulanmis iki erkege ise 300 IU hCG enjekte edildi. Enjeksiyon igin 1

ml’lik instlin enjektorleri (0.3x8 mm) (Becton Dickinson) kullanildi. Enjeksiyon
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tamamlandiktan sonra erkek ve disi kurbagalar ayni1 akvaryuma konup, karartma
amaciyla akvaryumun iizeri Ortiildii ve sessiz bir ortam saglandi. Hormonal
indiiksiyonu takiben 2 ile 6 saat sonra ampleksus basladi ve 10-16 saat yumurta
dokme devam etti. Bu siirelerin bilinmesi ortamdan yumurtalarin bozulmadan
alinmasin saglamaktadir. Sabah erken saatlerden itibaren toplanan yumurtalar ve bu
yumurtalardan elde edilen embriyolar 46. evreye ulasincaya kadar (4 giin 10 saat)
icinde FETAX solusyonu bulunan ve siirekli havalandirilan kaplara alinarak
bekletildi. 46. evredeki saglikli iribaslar, daha sonra pestisit toksisitesi ¢alismalarinda
kullanilacak olan 50-58. evreye ulasincaya kadar igerisinde yine FETAX soliisyonu
bulunan 35x25x15 ¢cm boyutlarindaki polietilen propilen tanklara alind1 ve 5. glinden
itibaren beslenmeye baslandi.

Iribaslar herbivor olup, en uygun besin maddesi 1spanaktir. Ispanaklarin
muhtemel toksik maddelerden arindirilmasi i¢in iyice yikandi ve temizlendikten
sonra haslanip piire haline getirilen 1spanaklarin suyu siiziildii. Iribaslar, 3 giinde bir
taze olarak hazirlanan 1spanak 6ziitii ile her giin beslendi. Her biri yaklasik 100 adet
iribag bulunduran tanklar ve igerisindeki FETAX soliisyonu haftada bir olmak iizere
temizlenerek degistirildi. Birey sayisindaki fazlaligin gelisim hiz1 iizerindeki
baskilayici etkisini ortadan kaldirmak i¢in kalabalik tanklardaki iribaslar yeni kaplara

alinarak seyreltme islemi yapildu.

3.3.  Toksisite Testlerinin Uygulanmasi

3.3.1. Pestisitlerin LCso Degerlerinin ve Uygulama Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Arastirmada, ortalama letal konsantrasyon (LCsg) taramasi igin 50-58. gelisim
evresindeki  saglikli  Xenopus laevis iribaglari, THI ve TFS’nin farkh
konsantrasyonlarina 96 saat boyunca maruz birakildi. Bu amagla, 350 mL kapasiteli
polipropilen plastik seffaf dikdortgen kaplar kullanilarak, her bir calisma kabina
200’er mL pestisit ¢ozeltisi konuldu. Kontrol grubu ve her konsantrasyon igin
hazirlanan biitiin kaplarda 7 adet olacak sekilde iribas birakildi ve toksisite testleri,
her doz i¢in 3 tekrarli yapildi. Kontrol grubu iribaslar i¢in ve farkh
konsantrasyonlarda pestisit ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla FETAX soliisyonu
kullanild1. iribaslar, pestisit etkisine 96 saat boyunca statik yenilemeli test ortaminda

maruz birakildi. Akut toksisite testinde, her iki pestisite ait 96 saatlik LCso
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degerlerini tayin etmek icin iribaslar 24., 48., 72. ve 96. saatlerde kontrol edildi. Ol
ve canli bireyler saptanip sayilar1 kaydedildikten sonra, 6lii olan iribaslar ortamdan
uzaklastirildi ve pestisit ¢cozeltileri yenilendi. Kalp atisinin durmasi ve hareketsizlik
6lum kriteri olarak kabul edildi. Dérdinct giniin (96. saat) sonunda tim 610G ve
hayatta kalan iribas sayis1 belirlendikten sonra, deney sonlandirildi. Aralik belirleme
deneylerinden sonra bu pestisitler i¢in uygulama konsantrasyonlar1 LCso degerlerine
bagl olarak belirlendi. Calisilan her iki pestisit ile ilgili olarak gerek Tirk Cevre
Mevzuatinda gerekse Diinya Saglk Orgiitii (WHO), Avrupa Birligi (EU) ve ABD
Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan kabul edilebilir deger olarak verilen herhangi
bir konsantrasyon bulunmamasindan dolaytr LCsg verileri dogrultusunda, calisilan
pestisitlerin gevrede bulunabilecek diizeylerinin etkisini belirlemek amaciyla LCso,
LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 ve LCso/100 olacak sekilde 6 subletal doz
belirlendi.

3.3.2. Subakut Toksisite Deneyleri

THI, TES ve bunlarin karisimlarinin, X. laevis iribaslar1 Uzerindeki letal ve
subletal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla iki farkli uygulama grubu kuruldu.
Birinci uygulama grubunda, 50-58. gelisim evresindeki amfibi iribaslar1 her bir
pestisitin ve bunlarin karisimlarinin bir seri subletal konsantrasyonuna (LCsp, LCs0/2,
LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 ve LCso/100) 96 saat slre ile statik yenilemeli test
ortaminda maruz birakildi. Iribaslar, uygulamanin baslatilmasini takiben 24., 48., 72.
ve 96. saatlerde kontrol edildi. Olii iribaslar ortamdan alindiktan ve sayilari
kaydedildikten sonra, pestisit ¢dzeltileri yenilendi. ikinci uygulama grubunda ise
pestisitlerin 96 saatlik LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 ve LCs0/100
degerlerinin karisimlarina iribaglar 24 saat siiresince maruz birakildi. Her iki
uygulama grubunda, her bir konsantrasyon igin 3 tekrarli sistem kuruldu. Bu amagla,
350 ml kapasiteli plastik kaplara her doz icin kendine ait 200 ml pestisit ¢cozeltisi ve
50-58. gelisim evresinde bulunan 7’ser adet iribag birakilarak deney diizenegi
kuruldu. Her iki uygulama sonunda ortamdaki 6lii iribaslar uzaklastirildiktan sonra,
kalan iribaglar ependorf tiiplerine aktarildi ve buz iizerinde uyusmalar1 saglanarak
enzim aktivitesinin yapilacagi zamana kadar -80°C’de derin dondurucuda (Thermo,

Forma -86°C Ultra-low Temperature Freezer) muhafaza edildi.
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3.4.  Ortam pH’sinin Saptanmasi

Deneylerde statik yenilemeli test sistemi kullanildigindan, iribaglarin maruz
kaldiklar1 ortamin pH degerleri de Olgilildii. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda
pestisit ¢ozeltisi bulunan kaplar igin 0., 24., 48., 72., ve 96. saatlerdeki pH degerleri
periyodik olarak kaydedildi. Boylece toksik etkinin ortamdaki pH degisimine bagl
olarak ortaya cikip ¢ikmadigi saptandi.

3.5. iribaslarin Homojenizasyon ve Santrifiij islemleri

Orneklerin  homojenizasyonuna baslamadan once, iribaslarin bulundugu
ependorf tiipleri buz iizerinde ¢oziilmeye birakildi ve su damlaciklar1 pastor pipeti ile
uzaklagtirildiktan sonra tartildi. Homojenizasyon toplam iribas agirhiginin 4 kati
hacminde (w/v) sogutulmus homojenizasyon tamponu (0.1 M, pH 7.4 potasyum
fosfat tamponu i¢inde; 0.15 M KC1, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) iginde yapilds. iribas
ornekleri buz kabi icinde cam-teflon homojenizatér (Heidolph® RZ 2021)
kullanilarak, 2000 rpm’de 30 saniye siireyle parcalandi. Homojenizasyon sonrasi
homojenatlar ependorf tiiplerine aktarildi. Homojenat 4°C’de 16,000 xg devirde 20
dakika siire ile santrifiij (Sigma® 2-16k) edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kism1
almarak S16 fraksiyonlarinda enzim aktiviteleri dlgiildii. Calismalarin  tiim

asamalarinda 6rnekler buz igerisinde korundu.

3.6. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biitiin enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 6l¢lim islemleri, iribaslarin
homojenizasyonu ve santrifiij isleminden hemen sonra, 6rnekler bekletilmeksizin
mikroplaka okuyucu sistem (Versamax® Molecular Devices Corp., USA)
kullanilarak yapildi. Enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 dlgiimlerinde, her bir
ornek i¢in 4 tekrarl absorbans okumasi yapildi. Ayni 6rnek i¢in elde edilen degerler
arasinda % 10’dan daha biiylik korelasyon farki bulundugunda, okuma islemi
yinelendi. Butin enzimlerin aktiviteleri, orneklerdeki toplam protein dizeyleri

Olculdikten sonra spesifik aktivite (nmol/dk/mg total protein) cinsinden ifade edildi.
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3.6.1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda GST aktivitesini belirlemek amaci ile mikroplaka
okuyucu sistem kullanildi. Substrat olarak, %9611k etanol i¢cinde hazirlanan 20 mM
1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) kullanildi. Calismada Habig vd. (1974)’nin
gelistirdigi yontem, bazi modifikasyonlar yapilarak kullanildi. Reaksiyonda kofaktor
olarak redukte glutatyon (0.002 M) kullanildi. Mikroplaka kuyucuklarina sirast ile 10
ML stpernatant, 100 pL fosfat tamponu (0.1 M, pH 6.5) + 100 uL GSH karigim1 ve
son olarak 10 pLL CDNB pipetlendi. Karistim mikroplaka okuyucu sisteme
yerlestirildikten sonra 15 sn siire ile karigtirildi ve 25°C’de 2 dakika siire ile 344
nm’de absorbans degisimi kaydedildi. Spesifik GST aktivitesi nmol/dk/mg protein
cinsinden hesaplandi (344 nm’de CDNB i¢in €=9600 M~cm™).

3.6.2. Glutatyon Reduktaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda GR aktivitesi tayini mikroplaka sistemi ile 6l¢im
yontemine goére yapildi (Cribb vd., 1989). Reaksiyon solisyonu 0.1 mM, 150 pL
5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 1.2 mM, 20 uL NADPH ve 20 pL 6rnek
icermektedir. 20 pL, 3.25 mM GSSG’nin ilavesi ile reaksiyon baslatildi. Biitiin
cozeltiler, 1 mM EDTA igeren, 0.1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5)
hazirlandi. Reaksiyon ilerledikge GSSG’den GSH olusumu nedeniyle azalan DTNB
miktar1 oda sicakliginda 3 dakika siire ile 405 nm’de izlendi ve elde edilen absorbans
degerlerinden spesifik GR aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi. (405
nm’de DTNB i¢in €=14151 M*cm™).

3.6.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda GPx aktivitesi Bell vd. (1985) tarafindan onerilen
spektrofotometrik yontemin modifiye edilmis ve mikroplaka okuyucu sistemine
uyarlanmis sekli kullanildi. Enzim aktivitesi Ol¢iminde H20. substrat olarak,
sodyum azid (NaNs) ise katalaz inhibitorii olarak kullanildi. Bu amagla, mikroplaka
kuyucuklarma 10 pL siipernatant ve 160 uL. 1 mM GSH, 0.1 mM NADPH, 0.32
unite GSH-rediiktaz, 1 mM EDTA, 2 mM NaNs iceren 50 mM pH 7.4 fosfat
tamponu pipetlendikten sonra bu karigim 20°C’de 6 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 30 uL 1.67 mM H2O: pipetlenerek reaksiyon
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baslatildi. NADPH oksidasyonuna bagli olarak absorbans degisimi 25°C’de 3 dakika
streyle 340 nm’de kaydedildi. Spesifik GPx aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden
hesaplandi (340 nm’de NADPH igin €=6220 M*cm™).

3.6.4. Katalaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda CAT aktivitesi Aebi (1974) tarafindan Onerilen
spektrofotometrik yontem ile tayin edildi. Enzim aktivitesinin, 240 nm dalga
boyunda substrat olarak kullanilan hidrojen peroksitin (H202) tiiketimine baglh
olarak saptanmasi amaglandi. Bu amagla 1 mL’lik kuvartz kiivete, 20 pL 6rnek ve
480 pL 12.5 mM H20> igeren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) pipetlendi.
25°C’de 1 dakika siireyle absorbans degisimleri, Shimadzu UV-1700 model
spektrofotometre ile Olculerek kaydedildi. Spesifik CAT aktivitesi nmol/dk/mg
protein cinsinden hesaplandi (240 nm’de H20; igin 43.6 Mlcm™).

3.6.5. Karboksilesteraz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda CaE aktivitesini belirlemek amaci ile Onerilen
spektrofotometrik yontem mikroplaka okuyucu sisteme uyarlandi. Aktivite tayininde
26 mM %96’k etanol i¢inde hazirlanan p-nitrofenol asetat (PNPA) substrat olarak
kullanild1 (Nousiainen and Torronen, 1984; Santhoshkumar and Shivanandappa |,
1999). Bu amagla 5 pL 6rnek ve 250 pL, 0.05 M trizma pH 7.4 tamponu (Sigma-
Aldrich, T7693) kuyucuklu mikroplaga pipetlendi ve 25°C’de 3 dakika ©n
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, son konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde 5 uL
p-nitrofenol asetat kuyucuklara ilave edildi ve 2 dakika sureyle 405 nm’de distile
Suya kars1 absorbans degerleri Olciildi. Spesifik CaE aktivitesi nmol/dk/mg protein
cinsinden hesaplandi (405 nm’de PNPA i¢cin €=1830 Mcm™).

3.6.6. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda AChE aktivitesi spektrofotometrik yontem ile tayin
edildi. Bu amagla Ellman ve Andres (1961) tarafindan kullanilan yéntemin, Ozmen
vd. (1998) tarafindan modifiye edilmis ve mikroplaka okuyucu sistemine uyarlanmig

sekli kullanildi. Enzim aktivitesi dlgiimiinde asetiltiyokolin iodid (ACTI) substrat
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olarak kullanild1 ve renk degisimine bagli olarak iiriin olusumu saptands. iribaglardan
elde edilen silipernatant toplam reaksiyon karigimimnda 10 pL olacak sekilde
mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi. Siipernatantin {izerine son reaksiyon
karigiminda 0.701 mM ACTI ve 0.136 mM DTNB olacak sekilde, 0.1 M trizma pH
8.0 tamponu (Sigma-Aldrich, T8483) icerisinde hazirlanmig karisimdan 200 pL ilave
edildi. Karisim mikroplaka okuyucuya yerlestirildi ve 10 saniye siireyle ¢alkalandi.
25°C’de 1 dakika siire ile 412 nm dalga boyunda absorbans degisimi kaydedildi.
Spesifik AChE aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesapland1 (412 nm’de
DTNB i¢in €=13600 Mcm™).

3.6.7. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi

LDH enzim aktivitesi 6lgimunde, 340 nm dalga boyunda LDH diagnostik
kiti (Biolabo cod: 92111, BIOLABO., Fransa) kullanildi (Glngordd, 2007).
Toplam reaksiyon karisiminda 5 pL silipernatant olacak sekilde mikroplaka
kuyucuklarma pipetlendi. Uretici firmanin belirttigi protokole gore, LDH
substratinin bulundugu 15 mL’lik tampon ¢6zeltisi igerisinde koenzimin eritilmesi
ile hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 200 pL, orneklerin iizerine seri olarak cok kanalli
mikropipet ile pipetlendi. Karistm 15 saniye siireyle mikroplaka okuyucuda
calkaland1 ve 25 °C’de 2 dakika siire ile 340 nm’de absorbans degisimi kaydedildi.
Spesifik AChE aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi (NADH igin
€=6220 Mtcm?).

3.6.8. Aspartat Aminotransferaz Aktivitesi

AST enzim aktivitesi 6lgimunde, diagnostik kit (Biolabo cod: 80025,
BIOLABO., Fransa) kullanildi (Glngordii, 2007). Oncelikli olarak 20 pL
supernatant drnegi mikroplaka cukurlarma pipetlendi. Uretici firmanin belirttigi
protokole gore, hazir kite 10 mL distile su eklenerek igerisinde AST substrati
bulunan ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiden orneklerin {izerine 200 pL eklenerek
reaksiyon baglatildi. Absorbans degisimi, 25 °C’de, 340 nm’de 2 dakika siire ile
okundu. Spesifik AChE aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi
(NADH igin €=6220 Mtcm™).
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3.6.9. Alanin Aminotransferaz Aktivitesi

ALT aktivitesi olgulurken, diagnostik kitler (Biolabo cod: 80027,
BIOLABO., Fransa) kullanildi (Glingérdii, 2007). Oncelikli olarak 20 pl drnek
mikroplaka ¢ukurlaria pipetlendi. Uretici firmanm belirttigi protokole gore, hazir
kite 10 ml distile su eklenerek igerisinde ALT substrati bulunan ¢6zelti hazirlandi.
Bu c¢ozeltiden orneklerin tizerine 200 pl eklenerek reaksiyon karisimi 1 dakika

inkiibe edildi. Inkiibasyon

3.7. ATPaz Enzim Aktiviteleri

3.7.1. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Kimyasallar

Ouabain (Oubain oktahidrat, C20H44012.8H.0, Sigma),

e Sodyum Klortr (NaCl, Merck),

e Potasyum klorur (KCI, Sigma),

e Magnezyum klorir (MgCly, Sigma),

e Kalsiyum klorur-2-hidrat (CaCl,.2H20, Merck),

e EGTA (Etilen glikol-bis (2-aminoetileter)-N,N,N’,N'-tetraasetikasit,

Sigma),

e Tris-Base (Tris (hidroksimetil)aminometan; C4H1:NOs, Sigma),

e Polioksietilen 10 Lauril eter (Dekaetilen glikol monododesil eter
(C32He6011), Sigma),

o Sulfirik asit (H2SO4 % 98, Merck),

e Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa, Merck),

e Amonyum molibdat, (Amonyum heptamolibdat tetrahidrat
(NH4)6M07024.4H,0, Merck),
o ATP (Adenozin 5'-trifosfat di(tris) dihidrat tuzu

(C10H16N5013P3-2C4H11NO3 2H,0), Sigma)
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3.7.2. ATPaz Enzim Aktivitelerinin Olguimii

Adenozin Trifosfatazlarin aktivitesi, inkiibasyon sirasinda ortama substrat
olarak ilave edilen 3 mM ATP’den agiga ¢ikan inorganik fosfatin spektrofotmetrik
olarak olgiilmesi prensibine dayanir (Atkinson vd., 1973; Reading vd.,1980).

Cizelge 3.1. ATPaz enzim aktivitesinin olglildiigii ortam kosullari ve inkiibasyon
ortamindaki iyonlarin final derigimleri.

Toplam-ATPaz Mg*?-ATPaz  Ca*?-ATPaz

Kimyasallar (- Ouabain) (+ Ouabain)  (Ca*? Ortam)
Ouabain (mM) - 1 i
NaCl (mM) 100 100 -
KCI (mM) 20 20 )
MgClz (mM) 4 4 4
CaCl2.2H.0 (mM) : - 1
EGTA (mM) : - 1
Tris (mM) 40 40 40
ATP (mM) 3 3 3
oH 7.7 7.7 7.7
oC 37 37 37

Subletal  pestisit konsantrasyonlarma maruz  birakilan iribaslarda
spektrofotometrik ATPaz enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Atli ve Canli
(2011a) tarafindan onerilen yontem, modifiye edilerek kullanildi. Spektrofotometrik
yontem, mikroplaka okuyucu sisteme (Versamax®, Molecular Devices Corp., USA)
uyarlandi. Enzim aktivitelerinin saptanmasinda her &rnek 1/10 oraninda
sulandirilarak 3 tekrarli absorbans okumasi yapildi. Mikroplaka ¢ukurlarina, final
derisimleri Cizelge 3.1.’de verilen 60 pL inkiibasyon ortami ve 5 uL siipernatant
pipetlenerek, 37 °C’deki etlivde 5 dk inkibe edildi. Mikroplaka ¢ukurlarma 10 pL 3
mM ATP ilave edilerek reaksiyon baslatildi (Cizelge 3.2.) ve 37 °C’deki etlivde
(NlUve ES 120 inklbator) 30 dk inkiibe edildikten sonra seri olarak ¢ok kanalli
mikropipet ile 35 uL soguk saf su (+4 °C) pipetlenerek reaksiyon durduruldu. Tim
bilesenler disinda ATP icermeyen tiipler ATP korii, sadece drnek icermeyen tipler
ise drnek korii olarak kullanildi (Cizelge 3.2.). Na'/K*-ATPaz aktivitesi, toplam-
ATPaz (ouabain icermeyen) aktivitesinden Mg*?-ATPaz (ouabain iceren) aktivitesi

degerinin ¢ikarilmasi ile hesaplandi. Oubain, Na'/K*-ATPaz’a baglanarak
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aktivitesini inhibe eder. Bu inhibisyon Mg*2-ATPaz aktivitesinin 6l¢limiine imkan

saglar. Ca*2-ATPaz aktivitesi ise CaCl, varliginda ve yoklugunda &lgiilen enzim

aktiviteleri arasindaki farka dayanarak hesaplandi. Enzim aktiviteleri, pumol Pi/mg

prot./sa. cinsinden verildi (Atli, 2009).

Cizelge 3.2. ATPaz enzimlerinin aktivite analiz semasi.

Toplam Mg*2 Ca*? Ornek ATP Kir
ATPaz ATPaz ATPaz Koru Koru
- Ouabain 60 - - 60 60 60
Ink. Ortanm
+ Ouabain - 60 - - - -
Ink. Ortamm
Ca*? Ortamu - - 60 - - -
Ornek 5 5 5 ] 5 ;
Supernatant
dH-0 - - - 5 10 15
ATP 10 10 10 10 - -

3.7.3. inorganik Fosfat Tayini

Reaksiyon sonunda ATP’den agiga ¢ikan Pi’nin spektrofotometrik olarak

tayin edilmesi, polioksietilen 10 lauril eter ve amonyum molibdattan olusan ana

aytrag ile olusturdugu sar1 renkli bilesigin absorbansinin 390 nm’de dlgiilmesi ile

sagland1 (Atkinson vd., 1973).

Pi 6l¢itimiinde kullanilan ayiraglar:

e 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartilarak saf su ile

¢oziildii ve 100 ml’ye tamamlandi. Kullanilmadan 6nce olusan bulanikligin

giderilmesi icin 37 °C’de 30-40 dk bekletildi.

e % 2 Molibdik asit: 2 g (NH4)sM07024.4H,0 tartilarak, 100 mL 1,8 M H2SO4

cozeltisinde ¢ozuldi.

e Ana ayirag: 10 mL % 5 Polioksietilen eter, 25 mL % 2 Molibdik asit ve 65

mL saf su karistirilarak hazirlandi.

Son hacmi 110 pL (60 pL inkiibasyon ortami, 5 pL siipernatant ve 35 pL

soguk saf su) olan mikroplate kuyucuklarina 190 pL. ana ayiragtan konarak oda

sicakliginda 10 dk kompleks olusumu igin bekletildi ve daha sonra 390 nm’de
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absorbans degerleri Olciildii. Sonuglar 100, 250, 500, 750, 1000 puM KH2PO4
cozeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri lizerinden degerlendirildi (Sekil
3.22.).
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»

0.4 R2=0.9999
0.2
0
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Sekil 3.1. Fosfat derisimi ile absorbans arasindaki dogrusal iliskiyi goOsteren
inorganik fosfat (P1) standart egrisi.

3.7.4. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

ATPay aktivites — 0D/0.0011* x 0.3 mL .
az AXUVILEST = 7000 x 0.005 mL x 30 dk. x mg prot.,/mL |

* = [norganik fosfat regresyon esitligi ( y = 0.0011x)

**= Sulandirim katsayis1

0.09 mg Al/L TFS’ne 96 saat maruz kalan X. laevis iribaslarinda Mg*2-ATPaz
aktivitesi:

0.457/0.0011* x 0.3 mL

Mg*?ATPaz akt, = 10
& 42385 = 1000 x 0.005 mL x 30 dk. x 3.1 mg prot./mL -

Mg*2ATPaz akt. = 160.8 umol Pi/mg prot./sa olarak bulunmustur.
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3.8.  Toplam Protein Miktar: Tayini

Iribas homojenatlarinda toplam protein miktarlar1 Bradford (1976) tarafindan
gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak tespit edildi.
Stipernatant 6rnekleri 1/4 oraninda sulandirildiktan sonra, sulandirilmis 6rneklerden
5 pL mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi ve iizerine 250 pL. Bradford ¢ozeltisi
(Sigma B6916, USA) eklendi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda karanlikta 15
dakika siireyle inkiibe edildi. Renk degisimine bagli olarak, 595 nm dalga boyunda
absorbans degeri 6lciildii. Orneklerdeki toplam protein degerleri bir bilgisayar paket
programi (Slide) kullanilarak, elde edilen degerler ile BSA (Bovine Serum Albumin)
standart egrisi degerleri karsilagtirilarak hesapland1 (Sekil 3.2.). Daha sonra
sulandirma faktéri gdz 6nunde bulundurularak siipernatantlardaki toplam protein
degerleri hesaplandi. Elde edilen toplam protein degerleri, spektrofotometrik okuma
degerlerine gore hesaplanan S16 fraksiyonlar1 enzim aktivitesi degerleri kullanilarak,

spesifik aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullanildi.

0.5 -
y =0.3218x - 0.0225
"204 - R2 = 0.9953
QI.(')
Qo3 -
=
302 -
|-
2
< 01 -
0 '_‘ T T 1
0 0.5 1 1.5
BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.2. BSA standart egrisi.

3.9. Iistatistiksel Analiz ve Hesaplamalar

Bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatistik paket
programlar1 kullanilds. Iribaslarda enzimatik analiz sonucunda elde edilen bulgularin
analizi icin SPSS 15.0 programi (SPSS Inc., USA), LCso (ortalama olddrdci
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konsantrasyon) degerlerinin saptanmasi i¢in EPA tarafindan gelistirilen Finney’in
probit analizi paket programi kullanildi. Oliim oranlarinin ve enzim aktivitelerinin
uygulama gruplarina bagl olarak test edilmesi amaciyla varyans analizi (One-Way
ANOVA) yontemi uygulandi. Gruplar arasi farklilik diizeyi en az %95 olasilik ile
(p<0.05 igin) oOnemli olarak degerlendirildi. Buna bagli olarak, gruplar arasi
farkliligin 6nemli olup olmadigir p<0.05 diizeyinde 6nem seviyesine gore saptandi.
Gruplar arasi farkliligin 6nemli oldugu saptandiginda enzim aktiviteleri i¢in 6rnekler
ikili karsilagtirma ile non-parametrik Mann-Whitney U testine gore kontrol grubu
verileri ile karsilastirildi. NOAEC degerlerinin hesaplanmasinda ve 6liim oranlari
i¢cin Orneklerin ikili karsilastirilmasinda Dunnett-t testi kullanildi. Grup i¢i farkliligin

p<0.05 diizeyinde 6nemli bulundugu gruplar saptandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez calismasinda iki farkli uygulama siiresinde pestisit toksitesini ve
etkilerini belirlemek iizere tliim asamalarda iki farkli uygulama grubu kuruldu.
Oncelikle 50-58. evredeki Xenopus laevis iribaslar1 pestisit ve pestisit karisimlarinin
belirlenen bltin konsantrasyonlarina 96 saat statik yenilemeli test diizeneginde
maruz birakildi. Buna bagli olarak secilen pestisit ve pestisit karisimlarinin ortalama

oldarici konsantrasyon (LCsp) degerleri belirlendi.

Calismanin ikinci asamasinda ise 50-58. evredeki X. laevis iribaslar1 96
saatlik uygulama sonuglarina gore hesaplanan LCsp, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20,
LCs0/50 ve LCso/100 degerlerine 24 saat siiresince maruz birakilarak, biyobelirteg
olarak segilen enzimlerin diizeylerindeki degisimin saptanmasi amaglandi. Uygulama

siirecinin hi¢bir agamasinda deneylerde kullanilan iribaslar beslenmedi.

Her bir pestisit ve/veya pestisit karistmi uygulamasinda kullanilacak
iribaglarin istenilen evrelere ulasabilmesi i¢in gerekli siire yaklagik 3 aylik bir
donemi kapsamaktadir. Bu siire icerisinde dogal 6liimlerden kaynaklanan eksilmeleri
ortadan kaldirmak ve yeterli sayida iribas elde etmek igin gereksinim duyulan
yumurtalar, farkli ergin disi ve erkek kurbagalardan saglandi. Bundan dolay1 96 ve
24 saatlik uygulamalar farkli zamanlarda kuruldu ve ayr1 kontrol gruplari
olusturuldu. Biitiin istatistiksel degerlendirmeler uygulamalarin kendilerine ait
kontrol gruplar ile karsilastirilmasina gore yapildi. Farkli ebeveynlerden elde edilen
iribaglarin pestisit toksisitesine verdigi yanitlar karsilastirilarak, deneyler arasinda
fark olup olmadigi analiz edildi ve farkli deneyler arasinda bir paralellik oldugu

saptandi.

Calismada, bulgular degerlendirilirken 24 ve 96 saatlik iki ayr1 grup olarak

incelendi.
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4.1. 96 Saatlik Calismalar ile ilgili Bulgular
4.1.1. 96 Saatlik LCso ve NOAEC Degerleri

Calismada kullanilan trifloksistrobin ve thiaklopridin LCsp degerlerinin
belirlenmesi amaciyla, yapilan 6n calisma verileri géz oniinde bulundurularak,
secilen konsantrasyonlarda her bir pestisit/pestisit karisimi etkisine maruz birakilan
50-58. evredeki iribaslar i¢in 96 saatlik LCso ve NOAEC degerleri hesaplandi. Bu
calismalar sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.1.de verilmistir. Bu verilere gore
pestisitlerin 96  saatlik LCso ve  NOAEC  degerleri  bakimindan
Thiakloprid>Trifloksistrobin seklinde bir iligski saptanmustir.

Calismamizda secilen iki pestisitin ticari formiilasyonlar1 kullanildigindan
dolay1, deneyde kullanilan LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50 ve LCs0/100
konsantrasyonlar1 ile NOAEC degerleri, pestisitlere ait ticari paketlerin iizerindeki %

ya da litredeki aktif etken madde miktarina gore hesaplanmistir.

Cizelge 4.1. Pestisitlerin 96 saatlik LCso ve NOAEC degerleri.

Pestisit LCso NOAEC
(mg AI/L) (mg AI/L)
Thiakloprid 13.41 12.75
Trifloksistrobin 0.09 0.08

NOAEC; Olim etkisinin gériilmedigi en yilksek konsantrasyon.

4.1.2. 96 Saatlik Uygulamalarda Ortamlarin pH Degerleri

Organizmalarin pestisitlere maruz kalacaklar1 ortamda, 24 saatlik periyotlarda bir
pH degisiminin olup olmadigmin saptanmasi onemlidir. Cilinkii kaplardaki pestisit
cOzeltileri 24 saatlik araliklarla yenilendiginden, ortamin pH degisimi toksisiteyi
etkileyen bir faktor olabilir. Bundan dolay1 c¢alismada kullanilan pestisit
cozeltilerinin pH degerleri, 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde 6li iribaslar ortamdan
uzaklastirildiktan sonra Kkaplardaki ¢ozeltiler yenilenmeden 6nce Olculerek
kaydedildi. 96 saat sonundaki ortalama pH degerleri Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.
Cozelti pH’larmin 96 saat sonundaki ortalama degerlerine gore, pestisit ve
karigimlarmin - pH  degerlerinde  toksisiteyi etkileyecek diizeyde degisim

belirlenmemistir.
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Calismamizda toksisiteyi etkileyebilecek gevresel faktorlerden biri de ortam
sicakligr olabilir. Ancak tiim c¢aligmalarda ortam 23 °C (£1°C) sicaklikta sabit

tutuldugundan, sicakligin toksisite {izerine etkisi dikkate alinmamaistir.

Cizelge 4.2. 96 saatlik ¢alismalarda elde edilen ortalama pH degerleri.

Konsantrasyon

(mg AI/L) THI TFS THI+TFS
Kontrol 7.540 7.540 7.540
L Cs0/100 7.626 7.701 7.658
L Cs0/50 7.606 7.702 7.622
L Cs0/20 7.586 7.692 7.589
L Cs0/10 7.557 7.675 7.551
L Cso/2 7.505 7.668 7.417
L Cso 7.406 7.645 6.986

LCs0/100 : THIigin 0.1341 mgAl/L, TFS i¢in 0.0009 mg Al/L
LCs0/50  : THI icin 0.2682 mgAl/L, TFS igin 0.0018 mg Al/L
LCs0/20  : THIigin 0.6706 mgAl/L, TFS i¢in 0.0045 mg Al/L
LCs0/10  : THIigin 1.3412 mgAl/L, TFS i¢in 0.009 mg Al/L
LCso/2 : THIicin 6.706 mgAl/L, TFS icin 0.045 mg Al/L
LCso : THIigin 13.41 mgAl/L, TFSi¢in 0.09 mg Al/L

4.1.3. 96 Saatlik Cahsmalarda Belirlenen Oliim Oranlar

Pestisit ve pestisit karigimlarinin etkisine 96 saat siiresince maruz birakilan
50-58. evredeki iribaslarda meydana gelen oliimler test siiresince kaydedildi. 96 saat
sonundaki Olum degerleri Cizelge 4.3.’de gosterilmistir. Enzim aktivitesi tayini
amaciyla yiiriitilen g¢alismalarda pestisitlerden THI ve THI+TFS karigimlarinin
Ozellikle LCso degerlerinde goriilen Oliimler kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.3. 96 saatlik ¢alismalarda belirlenen 6liim oranlari.

THI TFS THI + TFS
Doz N I Toplam Olum Toplam Olum | Toplam Olum
Olim | Oran1 (%) | Olim | Oranmi (%) | Olim [ Orani (%)
Kontrol | 28 0 0 0 0 0 0
LCs0/100 | 21 0 0 0 0 0 0
LCso/50 | 21 0 0 0 0 0 0
LCs0/20 | 21 0 0 0 0 0 0
LCs0/10 | 21 0 0 0 0 0 0
LCso/2 | 21 1 5 0 0 1 5
LCso 21 3 14.3* 0 0 21 100*

*. p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel ~Onemliligi
gostermektedir.

4.1.4. 96 Saatlik Trifloksistrobin Uygulamasinin Biyobelirte¢c Enzimler
Uzerine Etkisi
Trifloksistrobinin belirlenen konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz kalan
Xenopus laevis iribaslarinda, doku hasarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan ALT,
AST ve LDH enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler, Cizelge 4.4.” de

verilmigtir.

ALT aktivitesinde, trifloksistrobin konsantrasyonlarina maruz kalan
iribaglarda, konsantrasyonla iligkili olmayan degisimler belirlendi. En yiiksek ALT
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklagik olarak %23 oraninda artig ile
56.2+0.35 nmol/dk/mg protein olarak 0.0045 mg AIl/L TFS’de (LCso/20 degeri)
oldugu saptandi ve bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.05). Aym sekilde, en diisik doz olan 0.0009 mg AIl/L
(LCs0/100 degeri) ve diger ara dozlar olan 0.0018 mg Al/L (LCso/50 degeri), 0.009
mg AIl/L (LCs0/10 degeri), 0.045 mg AIl/L (LCso/2 degeri) konsantrasyonlarinda
arttigt ve ALT aktivitesinin 0.090 mg AIl/L (LCso degeri) TFS dozu disinda, bu
artiglarin da kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu

saptand1 (p<0.05).

AST aktivitesinin, butin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
diistiigi gozlendi. Buna gore, en diisik AST aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla
yaklagik olarak %12 oraninda azalis ile 135.2+7.75 nmol/dk/mg protein olarak 0.090
mg AIl/L TFS’de (LCso degeri) saptandi ve bu azalis kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Ayni sekilde, AST
aktivitesinin en diisiik doz olan 0.0009 mg AI/L (LCs0/100 degeri) ve diger ara
dozlar olan 0.0018 mg AI/L (LCso/50 degeri), 0.0045 mg Al/L (LCs0/20 degeri),
0.009 mg AI/L (LCs/10 degeri), 0.045 mg AIl/L (LCso/2 degeri)
konsantrasyonlarinda da diisiis gosterdigi ve bu disiislerin kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0.05).

LDH aktivitesinde TFS konsantrasyonlar1 ile iligskisi olmayan degisimler
belirlenmesine ragmen, butlin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore artis
gozlendi. En yiiksek LDH aktivitesi, kontrol grubuna gore %36 artigla 500.43+4.32
nmol/dk/mg protein olarak 0.009 mg Al/L TFS’de (LCso/10 degeri) g6zlendi. Diger
ara dozlar olan 0.0009 mg Al/L (LCs0/100 degeri), 0.0018 mg AI/L (LCs0/50 degeri),
0.0045 mg AIl/L (LCs0/20 degeri), 0.045 mg AIl/L (LCso/2 degeri) ve 0.09 mg Al/L
(LCso degeri) konsantrasyonlarinda da artig gosterdigi ve bu artislarin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli oldugu belirlendi (p<0.05).

Cizelge 4.4. 96 saatlik TFS uygulamasinin ALT, AST ve LDH enzim aktiviteleri
Uzerine etkisi (nmol/dk/mg protein £ standart hata).

TRiFLOKSISTROBIN
Ko(r‘rﬁg”;rl";‘f_gon n ALT AST LDH
KONTROL 4| 4575+£203  152.9+0.82  368.3+15.56

LCs0/100 3| 529+035* 136.8+2.08* 444.47 +5.18*
LCs0/50 3| 53.2+09* 137.83+250* 463.17 +0.96*
LCs0/20 3| 56.2+035* 14553 +1.22* 499.97 + 4.89*
LCs0/10 3| 55.47+158* 147.63+1.60* 500.43 + 4.32*
LCso/2 3| 50.67+0.15% 138.37 +£0.48* 426.33 + 2.69*
LCso 3| 51.47+400 1352+7.75* 431.67 +15.04*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.

96 saat sureyle TFS’nin belirlenen konsantrasyonlarina maruz kalan Xenopus
laevis iribaslarinda detoksifikasyondan sorumlu olan GST, CaE ve norotoksik
etkilerin ortaya koyulmasi amaciyla biyobelirte¢ olarak kullanilan AChE enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.5.” de verilmistir.
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GST aktivitesinde, kontrol grubuna gore butlin TFS konsantrasyonlarinda
uygulanan konsantrasyonlarla iligkili olmayan artis gozlendi. En yiiksek GST
aktivitesi, kontrol grubuna gore % 43 artisla 183.23+8.83 nmol/dk/mg protein olarak
0.0018 mg AI/L TFS’de (LCso/50 degeri) saptandi. Bu degisimlerin, biitiin TFS
konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

onemli oldugu saptandi (p<0.05).

CakE  aktivitesinde, wuygulanan bitin TFS  konsantrasyonlarinda
konsantrasyonla iligkili olmayan inhibisyon goriildii. En diisik CaE aktivitesi,
kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak % 23 oraninda azalig ile 311.43+2.53
nmol/dk/mg protein olarak 0.045 mg AIl/L TFS’de (LCso/2 degeri) saptandi. Bu
degisimlerin biitiin TFS konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak dnemli oldugu saptandi (p<0.05).

AChE aktivitesinde, TFS konsantrasyonlariyla dogrusal olmayan
inhibisyonlar belirlendi. Kontrol grubuna gore, % 37’lik bir inhibisyonla en diisiik
AChE aktivitesi, en yiiksek konsantrasyon olan 0.09 mg Al/L TFS’de (LCso degeri)
42.93+0.93 nmol/dk/mg protein olarak 6l¢cildi ve bu inhibisyon kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.05). Ayn sekilde, diger
bitin TFS konsantrasyonlarinda meydana gelen AChE aktivite diisiisleri kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.5. 96 saatlik TFS uygulamasimin GST, CaE ve AChE enzim aktiviteleri
uzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TRIFLOKSISTROBIN
Konsantrasyon
(mg Al/L) n GST CaE AChE
KONTROL 127.85 + 4.95 405.1 + 8.08 68.3+0.77

4
LCs0/100 3] 166.7 £ 11.52*  344.9 £ 5.90* 46.5 £ 0.35*
LCs0/50 3] 183.23 +8.83* 343.1%+7.07* 52.3 +£1.00*
LCs0/20 31165.00 £ 10.27* 338.0 £ 0.25* 52.8 £ 1.53*
LCs0/10 31181.07 £ 13.51* 338.03 + 3.23* 49.43 + 3.09*
LCs0/2 3| 16253 +7.44* 311.43 £2.53* 53.13 £ 1.38*

LCso 31164.47 £ 13.02* 355.73 £ 1.02* 42.93 £ 0.93*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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Belirlenen TFS konsantrasyonlarina 96 saat boyunca maruz kalan Xenopus
laevis iribaslarinda oksidatif stresin varligini ve derecesini ortaya koymak igin
biyobelirteg¢ olarak kullanilan CAT, GR ve GPx antioksidan enzim aktivitelerinde

meydana gelen degisimler ¢izelge 4.6.” da verilmistir.

GR aktivitesi, TFS’ye maruz kalan iribaslarda konsantrasyon artis1 ile paralel
olmayan degisimler belirlenmesine ragmen, bu degisimlerin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli olmadigi saptandi (p>0.05). En
yiiksek ve en diisiik GR aktivitesi sirastyla kontrol grubuna gore % 11 oraninda artis
ile 18.1+0.42 nmol/dk/mg protein olarak 0.009 mg Al/L TFS’de (LCs0/10 degeri) ve
% 5 oraninda azalig ile 15.47+0.30 nmol/dk/mg protein olarak 0.045 mg Al/L
TFS’de (LCso/2 degeri) Olctldu.

CAT aktivitesinde, TFS konsantrasyonlariyla iliskisi olmayan degisimler
gozlendi. En yiiksek ve en diisik CAT aktiviteleri sirastyla 0.090 mg Al/L (LCso
degeri) ve 0.0045 mg Al/L (LCs0/20 degeri) TFS uygulamasinda % 65 indiiksiyonla
36.23+0.578 ve % 35 inhibisyonla 14.27+0.393 nmol/dk/mg protein olarak ol¢uldu.
CAT aktivitesinde, kontrol grubuna kiyasla, 0.0009 mg Al/L (LCso/100 degeri) doz
grubu harig, bitin TFS konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (p<0.05).

GPx aktivitesinde, butin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére
aktivasyon gozlendi. En yiiksek GPx aktivitesi, kontrol grubuna gore % 104 artisla
6.60£0.200 nmol/dk/mg protein olarak 0.0018 mg AIl/L TFS’de (LCs0/50 degeri)
bulundu ve biutiin TFS konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

gbzlenen artiglarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0.05).
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Cizelge 4.6. 96 saatlik TFS uygulamasinin GR, CAT ve GPx enzim aktiviteleri

Uzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TRIFLOKSISTROBIN

Ko(rr‘ggrx?a’on n GR CAT GPx
KONTROL 4| 16.28 £0.68 22.00 £ 0.135 3.23+0.132
LCs0/100 3| 16.77+£0.37 20.08 + 0.569 5.50 + 0.153*
L Cs0/50 3| 16.8+0.29 17.03 + 0.200* 6.60 + 0.200*
LCs0/20 3| 16.63+0.64  14.27+0.393* 6.40 + 0.321*
LCs0/10 3| 18.1+0.42 24.77 + 0.578* 5.57 + 0.067*
LCso/2 3| 1547+0.30  27.73+0.639* 5.80 + 0.115*
L Cso 3| 16.00+1.23  36.23+0.578* 5.57 +0.167*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi géstermektedir.

Secilen TFS konsantrasyonlarina 96 saatlik maruziyet sonucunda Xenopus
laevis iribaglarinda osmoregiilasyon metabolizmasi parametreleri olarak kullanilan

ATPaz enzim aktivitelerindeki degisimler Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Na*/K* ATPaz aktivitesinde, bitin TFS konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore artis gézlendi. En yiiksek Na+/K+ ATPaz aktivitesi, kontrol grubuna
gore % 604 oraninda artigla 56.66+2.49 nmol/dk/mg protein olarak 0.0045 mg Al/L
TFS’de (LCs0/20 degeri) bulundu ve biitiin TFS konsantrasyonlarinda, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda gozlenen artiglarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi

(p<0.05).

Toplam ATPaz aktivitesinde, butin TFS konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore azalis gozlendi. En fazla diisiis, kontrol grubuna goére % 75 azalisla
12.95+0.94 nmol/dk/mg protein olarak 0.009 mg Al/L TFS’de (LCso/10 degeri)
bulundu ve butiin TFS konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

gozlenen azaliglarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0.05).

Mg*? ATPaz aktivitesinin, bitiin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore inhibisyona ugradig: ve en diisiik Mg*? ATPaz aktivitesinin 0.0009 mg/L Al/L
TFS’de (LCs0/100 degeri) yaklasik % 41 oraninda inhibisyon ile 167.48+6.86
nmol/dk/mg protein degerinde oldugu bulundu. Biitiin TFS konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesindeki baskilanmalar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).
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Ca*? ATPaz aktivitesinin de toplam ATPaz ve Mg*? ATPaz aktivitelerinde
oldugu gibi biitin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore inhibisyon
ugradig1 ve en diisiik Ca*? ATPaz aktivitesinin yaklasik % 36 oraninda inhibisyon ile
170.58+12.43 nmol/dk/mg protein olarak 0.090 mg AIl/L TFS’de (LCso degeri)
oldugu bulundu ve bitin TFS konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gozlenen azaliglarin istatistiksel olarak onemli oldugu saptandi
(p<0.05).

Cizelge 4.7. 96 saatlik TFS uygulamasinin ATPaz enzim aktiviteleri Uzerine etkisi
(umol/dk/mg protein + standart hata).

TRIFLOKSISTROBIN
Konsantrasyon s Toplam 2 2

(mg Al/L) n| Na'/K* ATPaz ATPaz Mg*™ ATPaz Ca™ ATPaz
KONTROL |4 8.05+0.31 52.38 + 2.49 282.66 + 10.44 265.21 +12.84
LCs0/100 3| 14.09+158* 18.79+1.06* 167.48 +6.86* 179.70 + 8.08*
LCs0/50 3| 26.22+2.89* 21.19+0.86* 187.25+ 7.45* 188.98 + 6.74*
LCs0/20 3| 56.66+2.49* 18.18+1.01* 19451+ 4.13* 197.42 + 8.81*
LCs0/10 3| 39.78+1.68* 12.95+0.94* 223.27 +0.61* 204.16 + 4.92*
LCso/2 3| 28.00+£1.11* 25.40+0.81* 183.00 + 7.59* 177.11 + 7.54*
LCso 3| 15.70+2.23* 23.41+1.24* 182.41+11.13* 170.58+ 12.43*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
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4.1.5. 96 Saatlik Thiakloprid Uygulamasimin Biyobelirte¢c Enzimler Uzerine
Etkisi

Doku hasarinin belirlenmesi amaciyla, 96 saat sireyle Thiaklopridin (THI)

belirlenen konsantrasyonlarina maruz birakilan Xenopus laevis iribaslarinda ALT,

AST ve LDH enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.8." de

verilmistir.

ALT aktivitesinde, THI konsantrasyonlariyla iliskisi olmayan degisimler
belirlendi. En yiiksek ve en diisiik ALT aktiviteleri sirastyla 13.41 mg Al/L (LCso
degeri) ve 0.1341 mg Al/L (LCs0/100 degeri) THI uygulamasinda 58.90+0.42 ve
48.40+1.26 nmol/dk/mg protein olarak 6lgildi. ALT aktivitesinde kontrol grubuna
kiyasla biitiin THI konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel

olarak 6nemli bulundu (p<0.05).

AST aktivitesinin, bltin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
artigr gozlendi. Buna gore, en yiiksek AST aktiviteleri, sirasiyla kontrol grubuna
kiyasla yaklasik olarak % 25 oraninda artig ile 181.97+1.56 nmol/dk/mg protein
olarak 13.41 mg Al/L THI’da (LCso degeri) ve % 21 oraninda artis ile 176.53+1.48
nmol/dk/mg protein olarak 0.2682 mg Al/L THI’da (LCs0/50 degeri) bulundu. Bitin
THI konsantrasyonlar1 i¢in AST aktivitesinde meydana gelen artiglarin kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak dnemli oldugu saptandi (p<0.05).

LDH aktivitesinde, THI konsantrasyonlariyla paralel olmayan artislar
gozlendi. En yiiksek LDH aktiviteleri, sirasiyla kontrol grubuna gore % 19 artis ile
436.60+1.08 nmol/dk/mg protein olarak 6.706 mg Al/L THI’da (LCso/2 degeri) ve %
15 oraninda artis ile 422.60£2.95 nmol/dk/mg protein olarak 13.41 mg Al/L THI’da
(LCso degeri) gOzlendi. Diger THI konsantrasyonlarinda da LDH aktivitesinde
meydana gelen artiglar kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli bulundu

(p<0.05).
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Cizelge 4.8. 96 saatlik THI uygulamasinin ALT, AST ve LDH enzim aktiviteleri
Uzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

THIAKLOPRID

Ko(rr‘zg”;rl‘;‘a’o” n ALT AST LDH
KONTROL 4 | 51.00+056  146.08+0.78  368.10+1.93
LCs0/100 3 | 48.40+1.26% 157.33+1.18*  386.03 £ 1.92*
LCs0/50 3 | 57.77+1.00* 17653 +1.48*  410.73 + 1.83*
LCs0/20 3 | 49.10+050% 152.87+0.95*  386.23 + 0.55*
LCs0/10 3 | 48.77+£033* 15450+ 1.55%  384.80 £ 2.02*
LCs0/2 3 | 58.30+1.10r 170.20+1.48*  436.60 + 1.08*
LCso 3 | 58.90+042% 181.97+156*  422.60 + 2.95*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi géstermektedir.

96 saat boyunca secilen THI konsantrasyonlarina maruz kalan Xenopus laevis
iribaglarinda detoksifikasyon ve norotoksisite belirtecleri olan GST, CaE ve AChE

enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.9.’da verilmistir.

GST aktivitesinde, 6.706 mg Al/L (LCso/2 degeri) THI konsantrasyonuna
kadar olan gruplarda konsantrasyonla iligkili olmayan inhibisyon goriiliirken, en
yiiksek THI konsantrasyonunda ise artig gézlendi. Bu degisimlerin 6.706 mg AI/L
(LCs0/2 degeri) disindaki biitin  THI konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.05).

CaE aktivitesinde, butin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
konsantrasyonla ilintili olmayan inhibisyon go6zlendi. En diisiik CaE aktivitesi,
kontrol grubuna gore % 21 azaligla 336.20+2.81 nmol/dk/mg protein olarak 0.1341
mg AIl/L thiaklopridde (LCso/100 degeri) gozlendi. CaE aktivitesinde kontrol
grubuna kiyasla biitiin thiakloprid konsantrasyonlarinda meydana gelen diisiisler

istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.05).

THI konsantrasyonlariyla iliskisi olmayan degisimler, AChE aktivitesinde
belirlendi. En yiiksek ve en diisik AChE aktiviteleri sirastyla 0.2682 mg Al/L
(LCs0/50 degeri) ve 1.341 mg Al/L (LCs0/10 degeri) THI uygulamasinda 78.63+0.17
ve 67.00+0.50 nmol/dk/mg protein olarak 6l¢iildii ve bu degisimler kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Ayn1 sekilde, AChE aktivitesinin
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13.41 mg/L (LCsp degeri) ve 6.706 mg/L (LCso/2 degeri) konsantrasyonlarinda arttigi
ve bu artiglarin da kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak onemli
oldugu saptandi (p<0.05).

Cizelge 4.9. 96 saatlik THI uygulamasinin GST, CaE ve AChE enzim aktiviteleri
Uzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

THIAKLOPRID

Konsartiasyon || asT CaE AChE
KONTROL |4| 124.60 +3.87 424,95 + 4,38 69.03 + 0.31
LCs0/100 3] 96.97+124*  33620+281*  68.57+0.12
L Cso/50 3| 105.93+2.62* 392.83+3.14*  78.63+0.17*
L Cs0/20 3| 106.97 £2.63*  362.93+196*  68.13+0.38
L Cs0/10 3| 114.77+0.81* 353.37+1.76*  67.00 = 0.50*
LCso/2 3| 130.23+£3.00  365.67 +£1.54*  76.50 + 0.44*
LCso 3| 145.33+4.83* 379.73+0.88*  73.27 +0.61*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.

Oksidatif stres varligini ve derecesini ortaya koymak i¢in 96 saat siiresince
belirlenen THI konsantrasyonlarina maruz birakilan Xenopus laevis iribaslarinda GR,

CAT ve GPx aktivitelerindeki degisim Cizelge 4.10.’da verilmistir.

THI konsantrasyonlar ile parelel olmayan azalis ve artislarin goriildiigii GR
aktivitesinde, en yiikksek ve en diisiik GR aktiviteleri sirasiyla 0.2682 mg Al/L
(LCs0/50 degeri) ve 0.1341 mg AI/L (LCso/100 degeri) THI’da 18.97+£0.22 ve
16.17%0.48 nmol/dk/mg protein olarak 6l¢uldli ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda
(p<0.05), en diistik

aktivitenin istatistiksel anlamda Onemsiz oldugu saptandi (p>0.05). 1.341 mg/L

en yiksek aktivite istatistiksel olarak 6nemli bulunurken

(LCs0/10) THI’ya maruz kalan iribaslarda enzim aktivitesi degerleri kontrol grubuna
egilim Ayrica, GR en yiksek THI
konsantrasyonlari olan 13.41 mg/L (LCso degeri) ve 6.706 mg/L’de (LCso/2 degeri)

benzer bir sergiledi. aktivitesinin

konsantrasyonla ilintili arttifi gozlendi ve bu artislarin kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde oldugu bulundu (p<0.05).
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CAT aktivitesinde, 0.1341 mg Al/L (LCso/100) ve 0.2682 mg Al/L (LCso/50
degeri) THI doz gruplarina maruz kalan iribaglarda enzim aktivite degerleri kontrol
grubuna benzer bir egilim sergilerken, diger biitin THI uygulama

konsantrasyonlarinda, konsantrasyonla iligkili olmayan inhibisyon goézlendi. En
diisik CAT aktiviteleri sirastyla % 31 oraninda inhibisyonla 0.6706 mg Al/L
(LCs0/20 degeri) THI’da 15.17+0.273 nmol/dk/mg protein olarak ve % 28 oraninda
inhibisyonla 13.41 mg AI/L (LCso degeri) THI’da 15.87+0.145 olarak olguldi. CAT
aktivitesinde, kontrol grubuna kiyasla, 0.1341 mg Al/L (LCso/100 degeri) ve 0.2682
mg AIl/L (LCso/50 degeri) doz gruplart harig¢, diger THI konsantrasyonlarinda

meydana gelen degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05).

GPx aktivitesinde, bltin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére
konsantrasyonla dogrusal olmayan artis gézlendi. En yiiksek GPx aktivitesi, kontrol
grubuna gore % 128 oraninda artigla 7.37£0.219 nmol/dk/mg protein olarak 13.41
mg Al/L THI’da (LCso degeri) gorildi. Bitin THI konsantrasyonlarinda, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda gozlenen artislarin istatistiksel olarak onemli oldugu
saptand1 (p<0.05).

Cizelge 4.10. 96 saatlik THI uygulamasinin GR, CAT ve GPx enzim aktiviteleri
Uzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

THIAKLOPRID

Ko(rr‘sgnptj‘j‘gon n GR CAT GPx
KONTROL |4]| 16.25+0.29 22.00 +0.135 3.23 +0.132
LCs0/100 3| 16.17+0.48 22.40+0.473 550+ 0.231*
L Cs0/50 3| 18.97+0.22* 21.40+0.451  6.43 +0.088*
L Cs0/20 3| 1750+0.25*  1517+0.273*  6.57 £0.176*
L Cs0/10 3| 16.20+0.12 17.07 £0.882*  5.80 + 0.306*
LCso/2 3| 17.83+045*  17.20+0.115*  6.50 + 0.289*
LCso 3| 18.40+0.10r 1587 +0.145*  7.37+0.219*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
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Osmoregiilasyon metabolizmasindaki toksisitenin belirlenmesi amaciyla
parametre olarak kullanilan ATPaz enzim aktivitelerinin, secilen THI
konsantrasyonlarina 96 saat boyunca maruz kalan Xenopus laevis iribaslarindaki

degisimleri ¢izelge 4.11.”de verilmistir.

Belirlenen THI konsantrasyonlarina maruz kalan iribaslarda, Na'/K" ATPaz
aktivitesinin kontrol grubuna gore dozla iliskili olmayan bir sekilde arttig1 belirlendi.
En yiiksek Na*/K* ATPaz aktivitesi, kontrol grubuna gore % 421 diizeyinde artis ile
41.93+£0.21 nmol/dk/mg protein olarak 0.6706 mg Al/L THI’da (LCso/20 degeri)
bulundu ve bitin THI konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

gbzlenen aktivasyonlarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0.05).

Toplam ATPaz aktivitesinin, butin THI konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore inhibisyona ugradigi ve bu inhibisyonlarin dozla ilintili olmadig
gozlendi. En fazla diisiis, kontrol grubuna gore yaklasik % 64 azalis ile 18.78+0.59
nmol/dk/mg protein olarak 13.412 mg Al/L THI’da (LCso degeri) bulundu ve biitiin
THI konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda gozlenen

inhibisyonlarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0.05).

Mg*? ATPaz aktivitesinin, bitiin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore inhibisyona ugradig1 ve en diisiik Mg*? ATPaz aktivitesinin 13.41 mg/L Al/L
THI’de (LCso degeri) yaklasik % 29 oraninda inhibisyon ile 201.49+8.53
nmol/dk/mg protein degerinde oldugu bulundu. Enzim aktivitesindeki dozla
paralellik gdstermeyen bu baskilanmalar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda biitiin

konsantrasyonlar icin istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.05).

Ca*? ATPaz aktivitesinin de biitin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore inhibisyona ugradigi ve en diisik Ca*? ATPaz aktivitesinin yaklasik % 29
oraninda inhibisyon ile 188.00+£6.09 nmol/dk/mg protein olarak 0.1341 mg Al/L
THI’da (LCs0/100 degeri) oldugu bulundu ve dozla ilintili olmamakla birlikte bttn
THI konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda gozlenen diistislerin

istatistiksel olarak énemli oldugu saptandi (p<0.05).
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Cizelge 4.11. 96 saatlik THI uygulamasinin ATPaz enzim aktiviteleri izerine etkisi
(umol/dk/mg protein + standart hata).

THiAKLOPRID

Ko(rr‘sgrx‘;‘a’o” n| Na*/K* ATPaz E)TF’I'DZT Mg*2ATPaz  Ca' ATPaz
KONTROL |4| 805031  5231+247 28266+10.44 26521+1284
LCs0/100  |3]| 22.82+021*% 27.72+257% 209.04 +2.60% 188.00 + 6.09%
LCso/50  |3]| 19.41£004* 37.07+1.08* 24142 +3.00% 22553 +1.55*
LCs0/20  |3]| 41.93+021* 2857+039% 21519 +256* 191.15 +3.34*
LCs0/10  |3]| 21.162081* 3426+ 161* 224.95 +572% 209.47 +6.63*
LCs0/2 3| 1073+011% 2426+2.07% 21112 £3.32% 199.36 +4.06*
LCso 3| 3452+095% 18.78+050% 20149 +853% 211.25 +7.57*

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
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4.1.6. 96 Saatlik Trifloksistrobin+Thiakloprid Uygulamasinin Biyobelirte¢
Enzimler Uzerine Etkisi

Trifloksistrobin  ve Thiakloprid uygulamasinin LCso degerlerinin  1:1
oranindaki karigimlari biitiin iribaglar1 24 saat icerisinde Oldiirdiigii i¢in, bu
konsantrasyonlarda pestisit karigimina maruz kalan iribag orneklerinde enzim

aktiviteleri tayin edilemedi.

Xenopus laevis iribaglarinin 96 saat siireyle belirlenen LCso konsantrasyonlari
disindaki TFS ve THI’nin diger uygulama dozlarinin 1:1 oranindaki karigimlarina
maruz kalmalar1 sonucu olusabilecek doku hasarlarini ortaya koymak igin
biyobelirteg olarak kullanilan ALT, AST ve LDH aktivitelerinde meydana gelen
degisimler Cizelge 4.12.’de verilmistir.

LCso uygulamasi disindaki diger uygulama konsantrasyonlarinda ALT
aktivitesinde, bdtin TFS+THI karisimi i¢in kontrol grubuna gore dozla iliskili
olmayan artig gozlendi. En yiiksek ALT aktivitesi, kontrol grubuna gore yaklasik %
36 artig ile 65.70+3.30 nmol/dk/mg protein olarak 6.706 mg Al/L THI+0.045 mg
Al/L TFS’de (LCso/2 degeri) gozlendi. Kontrol grubuna gore bitin doz
gruplarindaki artiglarin istatistiksel olarak dnemli oldugu saptandi (p<0.05).

AST aktivitesinde, bitin TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore artis gozlendi. Bu artiglarin dozla paralellik gostermedigi de belirlendi. En
yiksek AST aktivitesi, kontrol grubuna gore % 37 artigla 205.30+6.17 nmol/dk/mg
protein olarak 0.1341 mg Al/L THI+0.0009 mg AI/L TFS’de (LCs0/100 degeri)
g6zlendi. TFS+THI karisiminin biitiin doz gruplarinda neden oldugu artislar, kontrol

grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.05).

LDH aktivitesinde de ALT ve AST’de oldugu gibi butin TFS+THI
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore dozla ters iliskili artis gozlendi. En
yuksek LDH aktivitesi, kontrol grubuna gore % 59 artisla 588.73£3.24 nmol/dk/mg
protein olarak en diisiik doz grubunda 0.1341 mg Al/L THI+0.0009 mg AI/L TFS’de
(LCs0/100 degeri) gOzlendi. TFS+THI karisim uygulamasinin  bltin  doz
gruplarindaki artiglarin, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak 6nemli

oldugu saptanmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.12. 96 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin ALT, AST ve LDH enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Ko(rr‘zg”;\rl‘;‘a’o” n ALT AST LDH
KONTROL | 4 | 4848%289  14998+227  370.25% 1361
LC50/100 3 | 6123+281* 20530+6.17%  588.73 +3.24*
LC50/50 3 | 6L67+228%  199.87+4.05%  577.27 +3.54*
LC50/20 3 | 6L03+145¢  19333+0.69% 53517 +11.15*
LC50/10 3 | 59.73+171*  186.67+2.41*  533.60 +2.05*
LC50/2 3 | 6570+330% 19250 +6.20%  520.83 +3.16*

LC50 3 N/A N/A N/A

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
N/A: LCso dozundaki karisim % 100 6liime yol a¢tigindan ¢alisilamadi.

Secilen TFS+THI kombinasyonunun butlin konsantrasyonlarina 96 saat
boyunca maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda GST, CaE ve AChE
(detoksifikasyon ve norotoksisite belirtecleri olan) enzim aktivitelerinde meydana

gelen degisimler Cizelge 4.13.’de verilmistir.

GST aktivitesinde, butin TFS+THI karisimina maruz kalan iribaglarda enzim
aktivitesinin konsantrasyon artisi ile paralel olmayan bir artig sergiledigi belirlendi.
TFS+THI karistminin  biitin - doz gruplarindaki artislar, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.05). En yiiksek GST
aktivitesi, kontrol grubuna gore % 64 artigla 210.43+9.99 nmol/dk/mg protein olarak
6.706 mg Al/L THI+0.045 mg Al/L TFS’de (LCso/2 degeri) gozlendi.

CaE aktivitesinin TFS+THI karisimina maruz kalan bireylerde, iribaslarin
pestisit karigimlarina maruz kaldiklar1 konsantrasyon artist ile lineer bir iligki
gostermeyen inhibisyona ugradigi bulundu. (p<0.05). CaE aktivitesi, 1.341 mg Al/L
THI+0.009 mg AI/L TFS (LCs0/10 degeri) karisimina maruz kalan organizmalarda
kontrol grubuna oranla yaklasik olarak % 22 diizeyinde inhibe oldugu ve Olciilen
312.77£5.35 nmol/dk/mg protein degerinin en diisiik aktivite degeri oldugu saptandi.
Bu uygulama ile enzim aktivitesinde ortaya ¢ikan inhibisyon kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Benzer sekilde
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kontrol grubuyla kiyaslandiginda, TFS+THI karigimina ait diger doz gruplarindaki
inhibisyonlar da istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05).

TFS+THI karisimina maruz kalmanin bir sonucu olarak, AChE aktivitesinde,
kontrol grubuna gore doz ile iligkili olmayan bir artis gézlendi ve en yiiksek AChE
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik % 15 diizeyinde artis ile 0.1341 mg
Al/lL THI+0.0009 mg AI/L TFS (LCs0/100 degeri) karistmina maruz kalan
iribaglarda ortaya ¢iktigi saptandi. Bu inhibisyon dizeyi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05). TFS+THI karisim
uygulamasinin diger doz gruplarindaki artislar da kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.13. 96 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin GST, CaE ve AChE enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Konsantrasyon

(mg Al/L) n GST CaE AChE

KONTROL 41 128.13+5.19 402.75 + 8.58 68.30 + 0.77

LC50/100 3| 178.2+1.95* 331.93+5.63* 78.80+2.44*
LC50/50 3| 152 +0.76* 326.43 £9.77*  77.20 £0.93*
LC50/20 3| 153.8+3.9* 329.73 £2.48*  77.03 £ 3.14*
LC50/10 3| 168.67 £8.67* 312.77 £5.35*  76.23 £ 2.47*
LC50/2 3| 210.43 £9.99* 343.23 £2.62* 75.73 £ 2.50*

LC50 3 N/A N/A N/A

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
N/A: LCso dozundaki karisim % 100 6liime yol agtigindan ¢alisilamadi.
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Xenopus laevis iribaglarinda 96 saatlik TFS+THI karisim maruziyeti
sonucunda oksidatif stres biyobelirtecleri olan GR, CAT ve GPx enzim

aktivitelerindeki degisimler Cizelge 4.14.’de verilmistir.

GR aktivitesinin, TFS+THI karisimimin biitiin konsantrasyonlarina maruz
kalma sonucunda arttifi ve konsantrasyon artist ile lineer olmayan bu
indiklenmelerin kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulundu (p<0.05). En yiiksek GR aktivitesi 0.1341 mg Al/L THI+0.0009 mg Al/L
TFS (LCs0/100 degeri) karisimina maruz kalan iribaslarda kontrol grubuna kiyasla
yaklasik olarak % 30 artigla 21.13+£1.040 nmol/dk/mg protein olarak belirlendi. Bu
aktivite artis1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da onemli

bulundu (p<0.05).

CAT aktivitesi, 0.1341 mg AI/L THI+0.0009 mg Al/L TFS (LCs0/100 degeri)
karisimina maruz kalan iribaslarda enzim aktivite degerleri kontrol grubuna benzer
bir egilim sergiledi. TFS+THI karisim uygulamasmin diger doz gruplarina maruz
kalan iribaslarda ise CAT aktivitesinin konsantrasyonla iliskili olarak arttig1 ve en
yuksek CAT aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak % 61 oraninda
artis ile 35.40£0.802 nmol/dk/mg protein olarak 6.706 mg Al/L THI +0.045 mg Al/L
TFS’de (LCs0/2 degeri) oldugu belirlendi ve en diisiik karisim dozu LCso/100 haric
diger biitiin gruplardaki artis, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
6nemli bulundu (p<0.05).

GPx aktivitesinin TFS+THI karigimina maruz kalmanin bir sonucu olarak,
6.706 mg Al/L THI+0.045 mg AI/L TFS (LCso/2 degeri) karisim konsantrasyonuna
kadar konsantrasyonla iliskili olarak artis gosterdigi saptandi ve bu artislar kontrol
grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). En yiksek
GPx aktivitesi kontrol grubuna goére yaklasik % 79 artis ile 5.77£0.219 nmol/dk/mg
protein olarak 1.341 mg Al/L THI+0.009 mg Al/L TFS’de (LCs0/10 degeri) bulundu.
Ayn1 sekilde, GPx aktivitesinin en yiiksek doz olan 6.706 mg Al/L THI+0.045 mg
Al/L TFS’de (LCso/2 degeri) de artis gosterdi ve bu artis kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.14. 96 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin GR, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Konsantrasyon

(mg Al/L) n GR CAT GPx
KONTROL 41 16.28+0.47 22.00 £ 0.135 3.23+0.132
LC50/100 3| 21.13+£1.040* 22.77+0.549  4.20 +0.153*
LC50/50 3| 20.1+0.76* 29.60 +0.436* 4.20 + 0.289*
LC50/20 3| 1937+£0.12* 31.63+1.419* 5.70+ 0.100*
LC50/10 3| 20.27 £0.52* 31.80+0.650* 5.77 +0.219*
LC50/2 3| 20.57+£0.19* 35.40+0.802* 5.10+0.265*

LC50 3 N/A N/A N/A

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
N/A: LCso dozundaki karisim % 100 6liime yol agtigindan ¢alisilamadi.

96 saat sureyle belirlenen TFS ve THI konsantrasyonlarinin 1:1 oranindaki
karisimlarina maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda osmoregiilasyon hasarini
ortaya koymak i¢in biyobelirteg olarak kullanilan ATPaz enzimlerine ait aktivite

degisimleri Cizelge 4.15.’de verilmistir.

Na*/K* ATPaz aktivitesi, bitiin TFS+THI karisim konsantrasyonlarina maruz
kalan iribaslarda kontrol grubuna gére konsantrasyon artis1 ile paralel olmayan
degisimler gosterdi. En ylksek Na+/K+ ATPaz aktivitesi, kontrol grubuna gore %
344 artigla 6.706 mg Al/L THI+0.045 mg Al/L TFS’de (LCso/2 degeri) 35.71+0.95
nmol/dk/mg protein olarak bulundu ve bitin TFS+THI konsantrasyonlarinda
gbzlenen artiglarin, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak 6nemli

oldugu belirlendi (p<0.05).

Butlin TFS+THI konsantrasyonlarina maruz kalan iribaglarda toplam ATPaz
aktivitesinin, kontrol grubuna goére inhibisyona ugradigi gozlendi. En fazla disiis,
kontrol grubuna gore % 50 inhibisyonla 26.19+0.86 nmol/dk/mg protein olarak 6.706
mg Al/L TH+0.045 mg Al/L TFS’de (LCs0/2 degeri) bulundu ve biutin TFS+THI
konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda gozlenen azalislarin

istatistiksel olarak dnemli oldugu saptandi (p<0.05).
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Mg*? ATPaz aktivitesinde 0.2682 mg AIl/L THI+0.0018 mg Al/L TFS
(LCs0/50) dozu hari¢ butlin TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
genel anlamda dozla iliskili bir inhibisyon gozlendi ve en diisik Mg™ ATPaz
aktivitesinin 6.706 mg Al/L THI+0.045 mg Al/L TFS’de (LCs0/2 degeri) yaklasik %
33 oraninda inhibisyon ile 189.84+1.57 nmol/dk/mg protein degerinde oldugu
bulundu. Enzim aktivitesindeki baskilanmalar kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05).

Ca*? ATPaz aktivitesinin TFS+THI karisimina maruz kalmanin bir sonucu
olarak, 6.706 mg AI/L THI+0.045 mg AI/L TFS (LCs0o/2 degeri) karisim
konsantrasyonuna kadar konsantrasyonla iliskili olarak inhibisyona ugradig saptandi
ve bu azaliglar kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak énemli bulundu
(p<0.05). En diisiik Ca*? ATPaz aktivitesinin yaklasik % 30 oraninda inhibisyon ile
185.91+6.82 nmol/dk/mg protein olarak 1.341 mg Al/L THI+0.009 mg Al/L TFS’de
(LCs0/10 degeri) oldugu bulundu ve bitin TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda gbzlenen diistislerin istatistiksel olarak énemli oldugu
saptand1 (p<0.05).

Cizelge 4.15. 96 saatlik TFS+THI karigim uygulamasinin ATPaz enzim aktiviteleri
Uzerine etkisi (umol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Konsantrasyon N Na'/K* Toplam Mg*? Ca*
(mg Al/L) ATPaz ATPaz ATPaz ATPaz

KONTROL 41 8,05+0.31 52,38+249 282,66+10.44 265,21+ 12.84
LC50/100 3116,99+1.63* 28,51+1.05* 233,75%6.26* 238,44 + 2.55*
LC50/50 3131,79+1.55* 26,91+248* 221,78+0.95* 216,62+ 2.16*
LC50/20 3121,11+£1.69* 36,89+ 1.68* 222,63+ 10.46* 207,00+ 8.10*
LC50/10 311892 £1.23* 26,88+ 0.94* 193,28 +6.95* 185,91 + 6.82*
LC50/2 313571+£0.95* 26,19+0.86* 189,84+ 157* 189,80+ 6.31*

LC50 3 N/A N/A N/A N/A

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.
N/A: LCsy dozundaki karisim % 100 6liime yol agtigindan ¢alisilamadi.
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4.2. 24 Saatlik Cahsmalar Ile Ilgili Bulgular

4.2.1. 24 Saatlik Uygulamalarda Ortamlarin pH Degerleri
Calismada kullanilan pestisit ¢ozeltilerinin pH degerleri 0. ve 24. saatlerde

Olculdi. 24 saat sonundaki ortalama pH degerleri ¢izelge 4.16.’da verilmistir. Cozelti
pH’larmin 24 saat sonundaki ortalamalarma bakildiginda, pestisit karigimlarinin
bulundugu ortamim pH degerlerinde toksisiteyi etkileyecek diizeyde bir degisim

belirlenmemistir.

Cizelge 4.16. 24saatlik ¢alismalarda elde edilen ortalama pH degerleri.

Konsantrasyon mg

Al/L THI+TFS
Kontrol 7.512
LCs0/100 7.477
LCs0/50 7.455
LCs0/20 7.394
LCs0/10 7.305
LCso/2 7.141
LCso 6.971

LCs0/100 : THIigin 0.1341 mgAl/L, TFS igin 0.0009 mg Al/L
LCs0/50  : THI icin 0.2682 mgAl/L, TFS igin 0.0018 mg Al/L
LCs0/20  : THI icin 0.6706 mgAl/L, TFS igin 0.0045 mg Al/L
LCs0/10  : THIigin 1.3412 mgAl/L, TES i¢in 0.009 mg Al/L
LCso/2 : THI icin 6.706 mgAl/L, TFSicin 0.045 mg Al/L
LCso : THIigin 13.41 mgAl/L, TFSigin 0.09 mg Al/L

4.2.2. 24 Saatlik Cahsmalarda Belirlenen Oliim Oranlar

Pestisit etkisine 24 saat siiresince maruz birakilan 50-58. evredeki iribaglarda
meydana gelen olimler deney sonunda kaydedildi. 24 saatlik uygulama igin kurulan
enzimatik caligmaya ait Oliim oranlar1 Cizelge 4.17.’de verilmistir. Calismada,
LCs0/100, LCs0/50, LCs0/20, LCs0/10 ve LCso/2 pestisit karisim uygulama
gruplarinda oldiirlicii  toksik etki saptanmadi. Kisa siireli akut toksisitenin
belirlenebilmesi icin TFS+THI karisim konsantrasyonlarina maruz kalan Xenopus
laevis iribaglari, 24 saat sureyle izlendi ve LCsp karisim uygulamasinda 6lmek tizere
olan iribaslar topland1 ve 6len iribaslar ise kaydedildi. ikili pestisit karisimlarm LCso
degerlerinde meydana gelen Oliimlerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak onemli oldugu bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.17. 24 saatlik ¢alismalarda belirlenen 6liim oranlari.

Doz THI + Tg;S
um
(mg Al/L) " Tg?d?nm Orani
(%)
Kontrol | 28 0 0
LCs0/100 | 21 0 0
LCs0/50 | 21 0 0
LCs0/20 | 21 0 0
LCs0/10 | 21 0 0
LCso/2 21 0 0
LCso 21 7 33*

*. p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel ~Onemliligi
gOstermektedir.

4.2.3. 24 Saatlik Trifloksistrobin+Thiakloprid Uygulamasinin Biyobelirte¢
Enzimler Uzerine EtKisi
Kisa stireli akut toksisite etkilerinin belirlenebilmesi i¢cin TFS ve THI’nin
belirlenen konsantrasyonlarmin 1:1 oraninda karigimlarina 24 saat streyle maruz
kalan Xenopus laevis iribaslarinda ALT, AST ve LDH enzim aktivitelerinde

meydana gelen degisimler Cizelge 4.18’de verilmistir.

ALT aktivitesinde, TFS+THI karnisim etkisine bagl olarak, uygulama
gruplarinda konsantrasyonla iligki gdstermeyen aktivite degisimleri saptandi. Buna
gore en yiiksek ALT aktivitesi kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak % 12
oraninda artis gostererek 63.4+1.31 nmol/dk/mg protein diizeyinde 0.2682 mg Al/L
THI+0.0018 mg AI/L TFS (LCs0/50 degeri) karisimina maruz kalan iribaglarda
gbzlendi. Bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli
bulundu (p<0.05). En diisiik ALT aktivitesi ise kontrol grubuna kiyasla yaklasik
olarak % 38 oraninda azalig gostererek 34.93+0.94 nmol/dk/mg protein diizeyinde
13.41 mg AIl/L THI+0.09 mg AI/L TFS (LCso degeri) karigimmna maruz kalan
iribaglarda gozlendi. LCso ve LCso/2 degerleri karigimina maruz kalan iribaglarda
ALT aktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir inhibisyona ugradigi ve bu

inhibisyon diizeyinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.05).

102



AST aktivitesinin, ALT aktivitesinde oldugu gibi THI+TFS karisimi
uygulamasinda konsantrasyon artisi ile iligkisi olmayan degisim gosterdigi belirlendi.
En fazla diisiis, kontrol grubuna gore % 14 azalis ile 155.67+1.92 nmol/dk/mg
protein olarak 6.706 mg Al/L THI+0.045 mg Al/L TFS’de (LCso/2 degeri) gozlendi.
Bu azalis kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05). Diger taraftan, ALT aktivitesinin 0.1341 mg Al/L THI+0.0009 mg Al/L
TFS (LCs0/100) karisimina maruz kalan iribaglarda enzim aktivite degerleri kontrol
grubuna benzer bir egilim sergiledigi bulundu. THI+TFS’nin 1:1 oranindaki karigim
konsantrasyonlarindan sadece LCso/50’de goriilen artis ile LCs0/20, LCs0/10 ve
LCso’de goriilen diisiisler kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

onemli olmadig1 saptandi (p>0.05).

LDH aktivitesinde, LCs0/2 degeri karisimina kadar, kontrol grubuna gore artis,
LCso/2’den itibaren ise diisiis gozlendi. En yiliksek ve en diisik LDH aktiviteleri
sirastyla 0.13412 mg AI/L THI+0.0009 mg AI/L TFS’de (LCs0/100 degeri)
553.4+28.81 nmol/dk/mg protein olarak ve 13.412 mg Al/L THI+0.090 mg Al/L
TFS’de (LCso degeri) 440.97+15.07 nmol/dk/mg protein olarak goézlendi ve LDH
aktivitesindeki tiim artig ve azalislarin kontrol grubu ile kiyaslandiginda, istatistiksel

olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.18. 24 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin ALT, AST ve LDH enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Ko(rr‘f]‘;‘”;\':";‘gon n ALT AST LDH

KONTROL 4| 5655+ 156 18165514  480.58 £ 2.30
LC50/100 THI+TFS | 3 | 5567+084  18143+7.97 5534+ 28.81*
LC50/50 THI+TES | 3| 63.4+131*  186.17+474  530.1+7.22
LC50/20 THI+TFS | 3| 547+111 174134295 541.93+7.16*
LC50/10 THI+TFS | 3| 5807+200  17367+130 508.97 + 4.44*
LC50/2 THI+TFS | 3 | 47.87+247% 15567+1.92%  468.6+1.10*
LCSO THI+TES | 3 | 34.93+004¢ 162934796 440.97 + 15.07*

*: p<0.05 kontrol grubu ile karsilagtirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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24 saatlik TFS+THI konsantrasyonlarinin 1:1 oranindaki karigimlarina maruz
kalan Xenopus laevis iribaglarinda, detoksifikasyon derecesini ve norotoksik etkilerin
belirlenebilmesi i¢in kullanilan GST, CaE ve AChE aktivitelerindeki degisimler
Cizelge 4.19.’da verilmistir.

GST aktivitesinde, TFS+THI karisim etkisine bagli olarak, uygulama
gruplarinda konsantrasyonla iliski gostermeyen aktivite degisimleri saptandi. GST
aktivitesinin 0.1341 mg AIl/L THI+0.0009 mg Al/L TFS (LCs0/100) karisimina
maruz kalan iribaslarda kontrol grubuna benzer bir egilim sergilerken, en yiiksek
TFS+THI karisim dozu olan LCsp dozu disindaki diger konsantrasyonlarda artis
goriildli. Bu artislar, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak énemli
bulundu (p<0.05). En yiiksek GST aktivitesi, kontrol grubuna gore % 19 artis ile
159.944.75 nmol/dk/mg protein olarak 0.2682 mg Al/L THI+0.018 mg Al/L TFS’de
(LCs0/50degeri) gozlendi. En diisiik GST aktivitesi ise kontrol grubuna kiyasla
yaklasik olarak % 12 oraninda azalis gostererek 118.03+1.73 nmol/dk/mg protein
duzeyinde 13.41 mg Al/L THI+0.09 mg AI/L TFS (LCso degeri) karisimina maruz
kalan iribaglarda gozlendi ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak

6nemli bulundu (p<0.05).

CakE aktivitesinde, bitiin TFS+THI karisim konsantrasyonlarina maruz kalan
iribaglarda kontrol grubuna gore dozla parelel olmayan diisiisler gozlendi ve bu
disiisler kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05). En diisiik CaE aktivitesi, kontrol grubuna gore % 47 azalis ile 195.93+3.27
nmol/dk/mg protein olarak 13.412 mg AI/L THI+0.090 mg AIl/L TFS’de (LCso
degeri) gozlendi.

AChE aktivitesinin, bitin TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore konsantrasyonla paralel olmayan bir sekilde arttigi gézlendi. En yiiksek AChE
aktivitesi, kontrol grubuna gore % 58 artigla 71.43+£1.88 nmol/dk/mg protein olarak
13412 mg AI/L THI+0.090 mg AI/L TFS’de (LCso degeri) g0zlendi.
Trifloksistrobin+thiakloprid kombinasyonunun biitiin doz gruplarindaki artislar,

kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.19. 24 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin GST, CakE ve AChE enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Konsantrasyon
(mg Al/L) n GST CaE AChE
KONTROL 4 134.2 + 3.08 367.25 + 10.58 4528 +1.31
LC50/100 THI+TFS | 3 | 13253+12.49  292.1 +8.89* 53.83 + 1.14*

LC50/50 THI+TES | 3 | 159.9 £4.75* 290.2 + 7.25% 59.83 + 1.60*
LC50/20 THI+TFS | 3 | 153.5+3.25*  298.77 £ 2.67* 58.9 + 2.65*
LC50/10 THI+TFS | 3 | 153.0+6.91*  290.13+7.72* 54.5 +1.84*
LC50/2 THI+TFS 3| 158.4+1.10* 267.37+6.57*  54.17 +1.05*

LC50 THI+TFS 3| 118.03+1.73* 195.93+3.27*  71.43+1.88*

*: p<0.05 kontrol grubu ile karsilagtirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.

Oksidatif stres varligin1 ve derecesini ortaya koymak ic¢in 1:1 oraninda
TFS+THI karisimina maruz kalan Xenopus laevis iribaglarinda GR, CAT ve GPx

enzim aktivitelerindeki degisimler Cizelge 4.20.’de verilmistir.

GR aktivitesinde, LCso karisim wuygulamasit harig, butin TFS+THI
konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna gore artis gézlendi ve konsantrasyonla ilintili
olmayan bu artiglar, kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak Onemsiz
bulundu (p>0.05). En ylksek GR aktivitesi, kontrol grubuna gore % 12 oraninda
artigla 16.23+0.57 nmol/dk/mg protein olarak 0.2682 mg Al/L THI+0.0018 mg Al/L
TFS’de (LCs0/50 degeri) gozlendi. En diisiik aktivite ise yaklasik % 41 inhibisyon ile
8.5+£0.53 nmol/dk/mg protein olarak, 13.412 mg Al/L THI+0.090 mg Al/L TFS’de
(LCso degeri) 6lguldu ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak dnemli
bulundu (p<0.05).

Bltin TFS+THI karisim konsantrasyonlarina maruz kalan iribaglarda CAT
aktivitesinin dozla parelel olmayan bir sekilde azaldigi gézlendi ve doz gruplarinin
hepsinde meydana gelen bu inhibisyonlar kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
istatistiksel olarak Onemli bulundu (p<0.05). En diisik CAT aktivitesi, kontrol
grubuna gore yaklasik % 56 azalig ile 19.37+0.35 nmol/dk/mg protein olarak 13.41
mg Al/L thiakloprid+0.090 mg AI/L trifloksistrobinde (LCso degeri) gdzlendi.
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GPx aktivitesinde, bitin TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore disiis gozlendi. En diisiik GPx aktivitesi, kontrol grubuna gore % 49 azaligla
2.60£0.265 nmol/dk/mg protein olarak 0.1341 mg AI/L THI+0.0009 mg Al/L
TFS’de (LCs0/100 degeri) gozlendi. TFS+THI kombinasyonunun bitiin doz
gruplarindaki disiislerin, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak

onemli oldugu saptandi (p<0.05).

Cizelge 4.20. 24 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin GR, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

TFS + THI KARISIM UYGULAMASI

Konsantrasyon
(mg Al/L) n GR CAT GPx
KONTROL 4 145+ 0.79 4450 +1.13 5.10 £ 0.387
LC50/100 THI+TFS | 3 15.87 £ 0.97 20.13+1.13* 2.60 + 0.265*
LC50/50 THI+TFS 3 16.23 £ 0.57 23.73 £ 0.43* 4.27 £0.067*
LC50/20 THI+TFS 3 15.57 £ 0.26 30.73 £ 1.24* 3.27 £0.176*
LC50/10 THI+TFS 3 15.03+0.78 28.93+1.07* 3.67 +0.273*
LC50/2 THI+TFS 3 14.57 £ 0.62 29.43 £ 1.04* 4.00 + 0.058*
LC50 THI+TFS 3 8.5+ 0.53* 19.37 £ 0.35* 3.70 £ 0.264*

*: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi géstermektedir.

Osmoregiilasyon metabolizmasinda kisa siireli akut toksisite etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in 1:1 oraninda TFS ve THI’nin belirlenen konsantrasyonlarina 24
saat sureyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda ATPaz enzim aktivitelerinde

meydana gelen degisimler Cizelge 4.21.’de verilmistir.

Na'/K* ATPaz aktivitesinin, bitin TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore arttig1 gozlendi ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bu artiglarin
istatistiksel olarak O6nemli oldugu saptandi (p<0.05). En yiksek Na*/K" ATPaz
aktivitesi, kontrol grubuna gore yaklasik % 327 artig ile 13.41 mg Al/L THI+0.090
mg Al/L TFS’de (LCso degeri) 18.85+0.87 nmol/dk/mg protein olarak bulundu.
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Toplam ATPaz aktivitesinde, TFS+THI karisim konsantrasyonlariyla paralel
olmayan ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli inhibisyonlar gozlendi
(p<0.05). En fazla diisiis, kontrol grubuna gore yaklasik % 60 azalisla 18.76+0.80
nmol/dk/mg protein olarak 1.341 mg Al/L THI+0.009 mg Al/L TFS’de (LCso/10
degeri) bulundu.

TFS+THI karisim konsantrasyonuna bagli olarak Mg*? ATPaz aktivitesinde
kontrol grubuna gore doz ile lineer olmayan artislar gozlendi ve en yiiksek Mg*
ATPaz aktivitesinin 13.41 mg AIl/L THI+0.090 mg Al/L TFS’de (LCso degeri)
yaklasik % 27 oraninda artigla 212.69+0.59 nmol/dk/mg protein degerinde oldugu
bulundu. Enzim aktivitesindeki bu artiglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05).

Ca*? ATPaz aktivitesinde de Mg* ATPaz aktivitesinde oldugu gibi biitiin
TFS+THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
artislar gozlendi (p<0.05) ve en yilksek Ca*> ATPaz aktivitesi 13.41 mg Al/L
THI+0.090 mg AI/L TFS’de (LCso degeri) yaklasik % 35 oraninda artisla
215.58+3.31 nmol/dk/mg protein degerinde saptandi.

Cizelge 4.21. 24 saatlik TFS+THI uygulamasinin ATPaz enzim aktiviteleri iizerine
etkisi (umol/dk/mg protein * standart hata).

TFS + THI Karisim Uygulamasi

Konsantrasyon o+ Toplam 2 2
(mg Al/L) n| Na'/K* ATPaz ATPaz Mg*™ ATPaz Ca™ ATPaz
KONTROL |4]| -829+051 4648+200 167,89+2.60 159,99 £ 3.75
LC50/100
THI+TES 3| 14,00 £0.36* 26,88+ 1.28* 189,89+ 2.92* 175,73+ 3.51*

LC50/50
THITES 3| 12,77 £0.56* 27,74+0.91* 196,07 +2.73* 178,40 + 5.40*

LC50/20
THI+TES 3| 17,99+0.68* 27,80+1.20* 194,80+ 2.33* 186,00 +3.27*
LC50/10
THI+TES 3| 16,27 £1.10* 18,76 £ 0.80* 187,10+ 2.43* 172,34 + 2.35*
LC50/2
THI+TES 3| 16,14 +1.52* 27,60+0.89* 197,85+3.20* 186,79 +9.48*
LCS0 3| 18,85+0.87* 20,93+1.02* 212,69+ 0.59* 215,58 + 3.31*
THI+TES T D U D

*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.

107



5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde, cesitli kirleticiler tarafindan toprak ve su gibi ekosistem
6gelerinin kontaminasyonu hem insan sagligi hem de diger tim canlilar i¢in 6nemli
bir problemdir. Ciinkii gerek zirai miicadelede kullanilan pestisitler gerekse cesitli
sanayi faaliyetlerinden kaynaklanan ve kimyasal kirlenmeye neden olan bircok
faktor, ekosistemlerde besin zincirinin en alt halkasindaki canlilardan en st diizeyine

kadar biyolojik birikim yolu ile taginabilmektedir.

Amfibiler i¢in yiiksek risk tasiyan cevresel kirlilik, diinya genelinde amfibi
populasyonlarinin ~ diisiis  gdstermesiyle iliskilendirilmektedir. Yapilan son
degerlendirmelere gore, diinya genelindeki 7000 amfibi tiirlinden 1,856’sinin (%32)
tehlike altinda oldugu, 168 tiiriin neslinin tiikkendigi ve en az 2,469 (%43) tiire ait
populasyonlarda ise azalma oldugu bildirilmistir. Populasyonlardaki bu azalis,
Ozellikle gelisimin belirli erken sathalarinda hem sucul hem de karasal yasam
sathalarina sahip amfibilerin ¢evresel kirleticilere yiiksek duyarlilik gostermelerinden
kaynaklanmaktadir. Pestisitlerin yogun olarak kullanildigi tarimsal arazilere dogal
habitatlarinin yakin olmasi ve ¢ogu amfibi tiirii i¢in lireme donemi olan ilkbahar
aylarinda pestisitlerin yabanil ot, mantar, bocek ve diger zararlilarin kontrolii
amaciyla bu arazilere uygulanmasi, hedef olmayan amfibileri pestisit toksisitesine
kars1 yiiksek derecede savunmasiz hale getirmektedir (Linder vd., 2003; Anonim,
2013e).

Uzun yillardir insektisitlerin ve fungusitlerin toksisitesi Uzerine pek cok
calisma yapilmis olmasina ragmen, pestisit kokteylerinin kombine etkileri ile ilgili
cok az bilgi mevcuttur. Bunun nedeni pestisitlerin etkileri degerlendirilirken
oncelikle ayr etkilerine odaklanilmis olmasidir. Ancak dogada pestisitler kimyasal
bir karisim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle olusan bu karisimlarin etkisinin
arastirilmast gergek etkilerin ortaya konmasinda oldukga onemlidir. Pestisitlerin
kombine etkilerinin tahmin edilebilmesi i¢in ¢esitli matematiksel modeller
gelistirilmistir. Fakat bu konuyla ilgili ¢ok az deneysel ¢alisma rapor edilmistir. Bu
caligmalarin ¢cogunda da sadece insektisit karisimlart kullanilmistir. Ayrica pestisit
karigimlarinin baliklar iizerine etkilerini saptamak icin yapilan c¢aligmalara oranla,
diger sucul organizmalar {lizerine yapilan c¢alismalar olduk¢a az sayidadir (Kyle vd.,

1993). Oysaki amfibiler farkli gelisimsel donemlerinde suya bagimli organizmalardir
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ve Ozellikle erken gelisim evrelerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki kirleticiler
dahi 6nemli toksik etkilere neden olabilir. Bundan dolayr sucul ekosistemlerdeki
cevresel sorunlarin belirlenmesi igin iyi bir biyoindikator tiir olarak kabul edilirler.
Biyolojisi iyi bilinmesine ve ¢ok sayida bilimsel ¢alismada deney hayvani olarak
kullanilmasia ragmen X. laevis’de pestisit toksisitesinin degerlendirildigi ¢alisma
sayist smirlidir. Aynt zamanda X. laevis’de biyobelirteg enzimler kullanilarak
cevresel kirliligin izlendigi ¢alisma sayisi balik tiirlerine oranla ¢ok azdir. Buna
karsin ekosistemde genelde bir arada bulunan pestisitlerin karisiminin g¢alisildigi

arastirma ise bulunamamastir.

Bu c¢alisma, neonikotinoid insektisit grubuna giren thiakloprid (THI) ile
strobilurin fungusit grubuna giren trifloksistrobin (TFS)’in in vivo kosullarda tek tek
ve karigim halinde bulunduklari zaman Xenopus laevis iribaslarinda ortaya g¢ikan
akut toksik etkileri arastirmak, tek tek ve karisim halinde kullanildiklarinda ortaya
cikan bu akut toksik etkileri karsilagtirarak segilen pestisitlerin additif, sinerjistik ya
da antagonistik etki gosterip gostermediklerini ve bu etkilerin belirlenmesi amaciyla
kullanilan enzimlerin uygun biyoindikatér olup olmadigini belirlemek amaciyla
planlanmistir. Bu nedenle, bu bdliimde dnce test maddelerinin tek tek kullanildiklart
zaman meydana getirdikleri akut toksik etkiler ve daha sonra karisim halinde

kullanildiklar1 zaman ortaya ¢ikardiklar akut toksik etkiler tartisilacaktir.

Secilen pestisitlerin tarimsal arazilerdeki uygulama konsantrasyonlar1 yiiksek
olmasma ragmen, bu kimyasallarin sudaki dagilim oranlari olduk¢a hizlidir ve
cevredeki yarilanma Omiirleri kisadir. Bununla birlikte, 50-58. evredeki Xenopus
laevis iribaslarinda biyokimyasal parametreler lizerine bu segilen pestisitlerin kisa
siireli etkilerinin degerlendirilmesi, c¢evresel kosullar altinda bu kimyasallara ait
toksik etki mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in bir bilgi teskil edecektir. Yapilan bu
aragtirmanin sonuglarina gore, test materyali olarak kullanilan iki farkli pestisit ve
bunlarin karigimlarmin X. laevis iribaglar1 iizerinde toksik etkilere neden olduklari
gorilmektedir. Bununla birlikte, hipotezimize uygun olarak uygulanan pestisit
karigimlariin pestisitlerin tek baslarina olan etkilerine kiyasla daha toksik olduklar1
belirlendi. Her iki pestisit (THI ve TFS) ve pestisit karigimlari ile yapilan
caligmalarda Ozellikle en yiiksek konsantrasyonda biitiin iribaglarin kisa siirede

oldiigii saptandi.
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Yapilan toksisite ¢alismalari sonucunda THI ve TFS nin LCso degerleri sirasi
ile 13.412 ve 0.09 mg AI/L olarak hesaplanmis olup, pestisitlerin ortalama oldiiriicti
konsantrasyonlar1 arasinda TFS>THI iligkisi belirlenmistir. Ayrica pestisitlerin
NOAEC degerleri arasinda da benzer bir iliski saptanmistir. Ozellikle TFS’nin LCso
degerlerinin oldukga diisiik konsantrasyonda hesaplanmasi, bu pestisitin iribaglar igin

yiiksek toksik etkiye sahip oldugu seklinde degerlendirilebilir.

Calisma sonucuna gore NOAEC ve LCso degerlerinin birbirlerine oldukga
yakin degerlerde bulunmasi nedeniyle bir LOAEC konsantrasyonu hesaplanamadi.
Bu durumda kullanilan pestisitlerin Xenopus iribaglarinda o6ldiiriicii etkisinin belli bir
konsantrasyon Uzerinde, dogrudan organizmanin fizyolojik ve/veya biyokimyasal

mekanizmasi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada THI’nin Xenopus laevis icin bulunan 96 saatlik LCso
degeri olan 13.41 mg AI/L, EPA, WHO ve EC tarafindan yapilan risk
siiflandirmasina gore, ikinci kategoride yer almakta ve X. laevis iribaslari igin
kismen toksisite  gostermektedir. Tarimsal ve veteriner kimyasallarin
tescillendirilmesinden sorumlu Avusturalya Ulusal Komitesi (2001), THI icerikli
ticari insektisit Calypso 480 SC’nin Lepomis macrochirus ve erken gelisim
evrelerindeki Oncorhynchus mykiss igin 96 saatlik LCso degerlerinin sirasiyla 16.7 ve
28.4 mg Al/L ve 27.0-34.1 mg AI/L (orta derecede toksik) oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sekilde, Schmuck (2001) yaptigi ¢alismada, Danio rerio ve Oncorhynchus
mykiss tizerinde THI’nin toksisitesini incelemis ve 96 saatlik LCso degerlerini
sirastyla 19.7 ve 30.5mg ALL olarak belirlemistir. Simdiye kadar incelenen
neonikotinoid pestisitler arasinda THI’nin baliklar i¢in nispeten yiiksek bir seviyede
toksisite gosterdigi Tomizawa ve Casida (2005) tarafindan yapilan derlemede

belirtilmistir.

Calismamizda, TFS’nin X. laevis i¢in bulunan 96 saatlik LCso degeri 0.09 mg
Al/L olarak hesaplanmig olup, bu deger EPA tarafindan yapilan toksisite
siniflandirmasina gore ¢ok zehirli olarak siniflandirilmaktadir. TFS, toprak ve sucul
ortamda ¢ok hizli bir sekilde yikima ugramasina ragmen, serbest asit metabolitleri
ana bilesige gore daha yavas yikima ugrayabilmektedir. Ayrica, TFS nin balik ve
suda yasayan omurgasizlar i¢in ¢ok zehirli olarak siniflandirilmasina ragmen, suda

nispeten diisiik maruziyet konsantrasyonlarinda bulunmasindan dolayi, balik ve sucul
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omurgasizlar i¢in diislik risk gosterdigi belirtilmigtir. TFS’nin baliklar i¢in 96 saatlik
LCso degerleri, 0.015 mg/L ile 0.52 mg/L arasinda degisirken, sucul omurgasizlarda
48 saatlik ECso degerleri, 0.011 mg/L ve 0.20 mg/L arasinda degismektedir
(European Commission, 2003; EPA, 2002). Belden ve arkadaslar1 (2013), yaptiklar
bir ¢alismada TFS ve ticari formu olan Stratego formulasyonunun Bufo cognatus
iribaglar1 i¢in 72 saatlik LCso degerlerini sirasiyla 104 pg/L ve 100 ng AI/L olarak
bildirmislerdir. (Hooser vd., 2012).

Arastirmada kullanilan pestisit ve kombinasyonlarinin segilen biyobelirteg
enzimler lizerinde farkl: etkilere yol actig1 goriilmektedir. Bu da pestisitlerin toksisite

mekanizmalarinin farkli olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda kullandigimiz bir fungusit olan lipofilik 6zellige sahip
trifloksistrobin (TFS) mitokondri i¢ membraninda bulunan ve elektron tasima
sisteminin bir elemant olan sitokrom bcy enzim kompleksinin (Kompleks Il1: integral
membran protein kompleksi) kinol (ubikinol) oksidasyon (Qo) bdlgesine baglanarak
sitokrom b ve sitokrom c; arasindaki elektron transferini bloke eder ve rediikte
NADPH oksidasyonunu ve ATP sentezini engelleyerek hiicresel solunumu sekteye
ugratir. Enerji tiretiminin durmasi, canlinin 6liimiine neden olur (Bartlett vd., 2002;
Balba 2007; Ferndndez-Ortufio vd., 2010). TFS’nin sucul organizmalar zerindeki
etkisini aragtirmak ic¢in yapilmigs antioksidan, detoksifikasyon, hiicre ve

osmoregilasyon metabolizmasi enzimleri ile ilgili literatiire rastlanilmamustir.

Hesaplanan LCso konsantrasyonuna bagli olarak, iribaslarin maruz
birakildiklart doz degerleri sucul ekosisteme karigsmasi sonucunda organizmalarin bu
pestisitlere maruz kalabilecekleri diisiik doz degerlerini temsil edebilecek diizeylerde
olmast bakimindan (6zellikle LCso/50, LCso/100 dozlar1) onemli oldugu
kanaatindeyiz. Buna bagli olarak, 96 saat sureyle TFS’nin letal ve subletal
konsantrasyonlarmna (LCso, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50, LCs0/100) maruz
birakilan X. laevis iribaglarinda, ALT ve LDH enzim aktivitelerinde kontrol grubuna
gore onemli diizeyde artis, AST aktivitesinde ise azalis gézlenmistir (p<<0.05) (Sekil
5.1. A, B ve C). Karaciger LDH ve transaminaz (AST ve ALT) enzimleri,
hepatoksisite ve histopatolojik degisimlerin daha hassas ve daha kisa siirede
degerlendirilmesinde kullanilabilen karaciger 06zgiil enzimleridir (Rao, 2006).

Ksenobiyotiklerin etkileri nedeniyle gerceklesen doku tahribatinin bir sonucu olarak
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meydana gelen hipoksik kosullarda, mitokondride oksidatif fosforilasyon
engellendigi icin ATP iretimi azalirken, karaciger LDH aktivitesinin arttid
belirlenmistir (Giil, 2004). AST ve ALT, hepatoksisitenin tanimlanmasinda
kullanilabilecek duyarli belirtegler arasindadir. Bu ¢alismada, yiiksek transaminaz
aktivitesinin (ALT), TFES’nin iribaslarinda patolojik degisimleri indiiklemesinin bir
sonucu oldugu disiiniilebilir. Bu sonug, TFS’nin aktif bdlgeye baglanarak AST
aktivitesini inhibe etmesinden kaynaklanabilecegi gibi AST gen ifadesinin negatif
olarak diizenlenmesinden sorumlu mekanizma ile iliskili olabilecegini de gosterebilir
(Aydin, 2011). Aydin-Sinan vd. (2012), 46. evredeki X. laevis iribaglarin1 168 saat
boyunca, piretroid insektisitler olan deltametrin ve A-siyahalotrine maruz birakmasi
sonucu her iki insektisitin AST aktivitesinde inhibisyona neden oldugunu sonucu,

calismamizla benzerlik gostermektedir.
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80 ALT Enzim AKktivite Degisimleri (A)

70 m Kontrol mLC5K/100 mLCSY50 « LC50/20 mLC50/10 mLC50/2 mLC50

ALT Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AL}

250 AST Enzim Aktivite Degisimleri (B)
uKontrol mLC50/100 wLC50/50 ~LC50/20 mLCS/10 mLC50/2 mLCS0

AST Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AI/L}

00 LDH Enzim Aktivite Degisimleri (C)
mKontrol =LC5/100 =LC50/50 ~LC50/20 wLC50/10 wLC50/2 mLC50

LDH Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AI/L)

Sekil 5.1. 96 saatlik TFS, THI ve TFS+THI karisim uygulamalar ile 24 saatlik
TFS+THI karisim uygulamasimnin ALT (A), AST (B) ve LDH (C) enzim aktiviteleri
uzerine etkileri.
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Cesitli ksenobiyotiklerin etkilerinin belirlenmesinde GST’nin kullanislt bir
biyokimyasal belirte¢ oldugu bircok ¢alismada  gosterilmistir.  Cesitli
ksenobiyotiklerin hticresel detoksifikasyonunda énemli rol oynayan ve bir Faz Il
detoksifikasyon enzimi olan GST, toksik ajanlar1 suda ¢oziiniir hale getirip nétralize
ederek, hiicreleri toksisiteye karst korumaktadir. Yaptigimiz ¢aligmada, GST
aktivitesi biitiin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore onemli artiglar
gostermistir (p<0.05) (Sekil 5.2. A). GST aktivitesinde, 0Ozellikle antioksidan
savunma sisteminin elemani olan bu enzimlerdeki artislar, literatiirdeki farkli pestisit
ve tiirlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler ile de benzerlik gostermektedir.
GST aktivitesinin artisi, kirleticilerin neden oldugu strese organizmanin gosterdigi
adaptasyon olarak degerlendirilmektedir (Giingordi, 2007). Yetiskin Bufo
regularis’in serum, beyin, karaciger ve gastrointestinal kanal ve akcigerlerinde,
diazinon maruziyeti sonrasinda GST aktivitesinde 6nemli derecede artis gozlendigi
Ezemonye ve Tongo (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada gosterilmistir. Gillardin vd.
(2009) tarafindan poliklorlu bifenil (PCB) pestisitlerden Aroklor 1254°(n 0.1 ve 1
mg/L’lik dozlarna maruz birakilan Xenopus laevis iribaslarinda antioksidan
sistemlerin arastirildig1 calismada, her iki konsantrasyon maruziyetinin, kontrol
grubuna gore GST aktivitesini istatistiksel olarak énemli diizeyde arttirdigr (p<0.05)
ve gelisimin erken evrelerindeki X. laevis iribaslarinin antioksidan sistemlerdeki

degisimlerin degerlendirilmesine 151k tuttugu vurgulanmistir.

Arastirma sonuglarimiza gore 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda TFS’
ye maruz birakilan 50-58. evredeki X. laevis iribaglarinda CaE aktivitesinin énemli
diizeyde inhibisyona ugradigi goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 5.2. B). Literattrdeki
farkli pestisit ve tiirlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, ¢alismamizda
buldugumuz CaE aktivitesindeki inhibisyonlar benzerlik géstermektedir. Gungordu
(2013), glifosat ve metidatyonun subletal konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz
birakilan Pelophylax ridibundus, Pseudepidalea viridis ve Xenopus laevis amfibi
tirlerine ait erken gelisim evrelerindeki iribaglarda CaE aktivitesinde istatistiksel
olarak onemli diisiisler gosterdigini belirtmektedir. Ferrari ve arkadaslari (2007)
karbaril ve azinfos metilin subletal konsantrasyonlarina 24, 48 ve 96 saat slreyle
maruz birakilan Oncorhynchus mykiss’de CaE’nin 6nemli derecede inhibe oldugunu
gOstermistir. Yapilan baska bir ¢alismada Robles-Mendoza ve arkadaslar1 (2011),
organofosfat tlrt bir pestisit olan klorpirifosun (CPF) 0.05 and 0.1 mg CPF/L
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dozlarina 48 saat boyunca maruz birakilan neotenik bir semender tirii Ambystoma
mexicanum’da CaE ve AChE aktvitelerinin sirasiyla ~%50 ve >%50 oraninda
inhibisyona ugradigi rapor edilmistir. Hidroliz yoluyla bircok pestisitin
detoksifikasyonunda ©nemli rol oynayan faz | enzimi CaE’in, aktivitesindeki
inhibisyon, CaE’nin AChE’nin ksenobiyotikler ile etkilesime girmesini engellemek
ya da geciktirmek suretiyle inhibisyona ugramasini onleyici ya da koruyucu
aktivitesi olarak yorumlanmistir. (Jokanovig, 2001; Wheelock vd., 2005; Laetz vd.,
2009).

TFS’nin letal ve subletal konsantrasyonlarmna (LCso, LCso/2, LCso/10,
LCs0/20, LCs0/50, LCs0/100) 96 saat siireyle maruz birakilan X. laevis iribaglarinda,
AChE enzim aktivitelerinde konsantrasyon artisi ile paralel olmasa da kontrol
grubuna gore 6nemli diizeyde inhibe oldugu gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 5.2. C).
Iribaslarin 6liim periyoduna girmesiyle baskilanan protein sentezinin bir sonucu
olarak AChE aktivitesinde inhibisyon meydana geldigi disiiniilebilir. AChE
aktivitesinde, 6zellikle norolojik sistemi elemani olan bu enzimdeki inhibisyonlar,
literatlirdeki farkli pestisit ve tiirlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler ile de
benzerlik gostermektedir. AChE inhibisyonu, sucul ve karasal ekosistemlerde
organofosforlu (OP) insektisitlere maruz kalmanin bir biyobelirteci olarak ve maruz
kalan hayvanda fizyolojik etkilerin belirlenmesi i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Fulton ve Key, 2001).

Literatiir bilgilerimize gore, OP pestisitler CaE ve AChE gibi esterazlar1 da
kapsayan cesitli enzimlere baglanma affinitesi gostermektedir (Lockridge ve
Schopfer, 2006). Bir ¢alismada, in vivo kosullarda methidathionun 2 mg/L dozuna 5
giin siireyle maruz birakilan baliklarin farkli dokularinda AChE aktivitesinde % 70-
90 oraninda azalis gosterdigi ve bu inhibisyonun yiizme aktivitesi, beslenme ve
kagma davraniglarinda dengesizlige yol actig1r ve 6liimle sonuglandigr bildirilmistir
(Balint et al., 1995). Fakat ¢alismamizda kullandigimiz TFS, OP pestisit sinifina ait
olmamasina ragmen, genel olarak AChE aktivitesinde 6nemli bir inhibisyona neden
olmustur. Xuereb ve arkadaslari (2009) yaptiklar1 ¢alismada 24, 48 ve 96 saat
boyunca OP bir pestisit olan chlorpyrifos'a maruz kalan Gammarus fossarum'un
AChE aktivitesinde kontrole gore onemli diizeyde bir inhibisyon tespit etmisler.

Dutta ve Arends (2003) bir balik tiirii olan Lepomis macrochirus ile yaptiklari
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calismada canliyr 24, 48, 72, 96 saat boyunca 1.0 pg/L (LC50: 1.2 ug/L iken)
endosulfana maruz biraktiktan sonra beyindeki AChE aktivitesindeki degisikligi
incelemis, AChE aktivitesinin farkli zaman araliklarinda kontrole gore inhibe
oldugunu tespit etmislerdir. Cater (1971) yaptig1 calismada farkli balik tiirlerindeki
AChE aktivitelerinin bile farkliliklar gosterdigini tespit etmistir.  Barron ve
Woodburn (1995), ksenobiyotik dozuna bagli olarak, AChE’nin inhibe olmasi
durumunda, sinapslarda biriken asir1 asetilkolin baslangi¢ta hiperaktivite sonrasinda
kaslarda kontrolsiiz spazma ve felce, solunum yetmezligine ve Oliime neden
olabilecegini rapor etmislerdir. Bu durumlar, ¢alismamizda TFS’ye maruz birakilan

iribag davranislar ile benzerlik gostermektedir.
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GST Enzim Aktivitelerindeki Degisimsleri (A}
EKontrol ELC5W/100 mLC50/50¢ © LC50/20 mLC50/10 mLC50/2 mLC50 m

24 Saat TF5+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AI/L)}

CaE Enzim Aktivitelerindeki Degisimler (B}
mKontrol sLC50¥100 sLC50YS0 - LC50420 s LC50/10 wLC50f2 = LCSD

24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AL/L)

AChHE Enzim Aktivitelerindeki Degisimler (C)
EKontrol ELCS0:100 ®LCSK:S0 ~ LC5020 WLCS10 mLCSK2 mLC30

I
24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AI/L)

Sekil 5.2. 96 saatlik TFS, THI ve TFS+THI karisim uygulamalart ile 24 saatlik
TFS+THI karisim uygulamasinin GST (A), CaE (B) ve AChE (C) enzim aktiviteleri
uzerine etkileri.
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GR aktivitesi, TFS’ye maruz kalan iribaslarda konsantrasyon artis1 ile paralel
olmayan degisimler belirlenmesine ragmen, bu degisimlerin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli olmadigi saptandi (p>0.05) (Sekil
5.3. A).

CAT aktivitesinde, TFS konsantrasyonlariyla iliskisi olmayan degisimler
gozlendi. CAT aktivitesinin en yiksek konsantrasyonlarda (LCso, LCso/2, LCs0/10)
dozla iligkili olarak kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis,
diisiik konsantrasyonlarda (LCs0/20 ve LCs0/50) ise kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalig gostermistir (p<0.05) (Sekil 5.3. B). Korkutan vd.
(2008) Rana ridibunda'nin kas dokusunu 10 mM'lik indoxacarb ¢ozeltisine bir saat
maruz biraktiklarinda CAT aktivitesinin kontrol grubuna gdére 6nemli diizeyde
indiiklendigini tespit etmislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada Guo ve arkadaglari
(2009) bir akarisit olan fenpyroximatenin 12 nM subletal konsantrasyonuna 48 saat
siireyle maruz birakilan Paralichthys olivaceus tiri dilbaliginin solungag ve
karacigerinde CAT aktivitesinin istatistiksel acidan 6nemli bir artig gosterdigini rapor
etmiglerdir. CAT aktivitesinin kontrole gore indiiklenmesi oksidatif strese karsi
antioksidan savunma mekanizmasinin harekete gectigi anlamina gelebilir
(Mudaraddi vd., 2012). Santos ve Martinez (2012), atrazinin 2 ve 10 pg/L'lik
konsantrasyonlarina 24 ve 48 saat maruz kalan neotropikal bir balik tiirti Prochilodus
lineatus'un karaciger hiicrelerinde SOD, CAT, GR ve GPx, beyin ve kas hiicrelerinde
ise AChE enzimlerinde olusan degisiklikleri incelemisler ve enzim aktivitelerinde 24
ve 48 saat sonunda konsantrasyona bagli bir farklilik goézlememislerdir. Fakat,
atrazine maruz kalan Prochilodus lineatus'da sadece CAT enzim aktivitesi kontrole
gore dnemli diizeyde inhibe oldugunu rapor etmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada CAT
aktivitesinde goriilen artis ve azalislar, TFS maruziyeti sonucu meydana gelebilecek
reaktif oksijen tiiriindeki (ROS) iiretim artisginin CAT aktivitesi indiiklemesi ya da
aktif merkezindeki hem grubuna ROS tiirlerinin dogrudan baglamasi sonucu CAT

aktivitesinin inhibisyona ugramasi seklinde yorumlanabilir (Ferrari vd., 2009).

Yaptigimiz ¢alismada, biitiin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
GPx aktivitesinde indiiksiyon goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 5.3. C). Ozellikle,
antioksidan savunma sisteminin elemanlari olan GPx aktivitesindeki artislar,

literatiirdeki farkli tiir ve ksenobiyotiklerle yapilan ¢alismalar ile benzerlik
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gostermistir. Thomas ve Wofford (1993) tarafindan yapilan calismada 17 gun
boyunca Aroklor 1254 (poliklorlu bifenil karisimi)’e maruz birakilan Micropogonias
undulatus’un karaciger ve ovaryum dokularinda GPx aktivitesinin arttigi rapor
edilmistir. Vieira ve arkadaslar1 (2008) poliaromatik hidrokarbon tirleri olan
Benzo[a]piren (BaP) ve antrasen’nin farkli konsantrasyonlarina tek tek 96 saat
stireyle maruz biraktiklart Pomatoschistus microps tiirii kayabaliginda AChE, LDH,
GST, GR, GPX, CAT ve SOD aktivitelerindeki degisimleri incelemislerdir. Secilen
PAH’larin yiiksek konsantrasyonlarda, CAT, SOD, GR, GPx, LDH aktivitelerinde
artisa, AChE aktivitesinde ise inhibisyona neden oldugu (p<0.05), GST aktivitesinde
BaP artisa neden olurken, anthracenenin ise GST aktivitesini inhibe ettigi rapor
edilmistir (p<0.05). Antioksidan enzimler, oksitleyici ortama karsi bir savunma
mekanizmasi1 olarak gorev alirlar ve yeni kosullara canlinin adapte olmasinda
yardimct olurlar. GPx ve GST’nin birlikte lipid peroksidasyonuna karsi birlikte
antioksidan etkisi gosterdikleri bilinmektedir. Ayrica GPx, CAT’in H20:’ye
affinitesinin  diisiik  olmasi  nedeniyle  hidrojen  peroksitin  hiicrelerde
uzaklastirilmasinda esas antioksidan enzim olarak gorev almaktadir (Izawa vd.,
1996; Vieira vd., 2008). Biitlin bunlar dikkate alindiginda, TFS maruziyeti sonucu
gorulen GPx aktivitesindeki artigin, iribaglarin oksidatif strese vermis oldugu yanit

olarak diistiniilebilir.

119



15 GR Enzim Aktivitelerindeki Degisimler (A)

g sKonwrol wmLCS0/100 sLC50/50 =LCS0/20 wLCSK/10 wmLC502 mLCSO
2
E 20 .
1
g I i
g 15 %
=
:
- 10
3
=
=
ﬁ 5
-1
0
0
24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AI/L)
50 . . . . c e
CAT Enzim Aktivitelerindeki Degisimler (B)
g 4
g sKonwol mLC50/100 =LC50/50 =LC5020 wLC50/10 wLC50/2 wLC50
e 40
=3
1
£ 35
g % I I
=
=}
E 25
- 20
2
E 15 - =
i 10
=~
-
U 5
1]
24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AI/L)
8 nKontrol n LC50/100
GPX Enzim Aktivitelerindeki Degisimler (C) = LC50/50 LC50/20
; n LC50/10 n LC50/2
I mLC50

I

GPx Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)
o

3 I
2
1
0
24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI

Konsantrasyon (mg AI/L)

Sekil 5.3. 96 saatlik TFS, THI ve TFS+THI karisim uygulamalari ile 24 saatlik
TFS+THI karisim uygulamasinin GR (A), CAT (B) ve GPx (C) enzim aktiviteleri
uzerine etkileri.
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ATPaz enzimleri oldukca hassas olan ve cevresel kosullardan en fazla
etkilenen enzimler arasindadir. Bu nedenle farkli calismalar arasinda enzim
aktiviteleri bakimindan farkli degerlerin bulunmasi sikhikla karsilasilabilmektedir.
Balik ATPaz aktiviteleri ayn1 grup hayvanlar arasinda, hatta farkli mevsimlerde,
farkl1 laboratuar kosullarinda bile degisebilmektedir. Bunlardan Na*/K*-ATPaz, hem
deniz hem tath su kemikli baliklarinin 6zellikle solungag, bobrek ve bagirsak gibi
osmoregulator organlara 6zgi bir enzimdir. Bu enzim hucre i¢i homeostazisin
korunmasindan sorumlu olup, 3 Na* iyonunu hiicre disina 2 K* iyonunu hiicre igine
tasiyarak osmotik dengeyi saglamaktadir. Bunun icin gerekli olan enerji ATP den
saglanmaktadir. (Heath, 1987; Diaz vd., 1998; Ribeiro vd., 2002). Mg*2-ATPaz ise
hlcre zarinin batinligl ve gecirgenliginin korunmasinda goérev alan bir enzim olup
Mg*?"nin tasinmasindan sorumludur. Ozellikle mitokondriyal zarlarda bulunan Mg*?-
ATPaz, onemli enerji iliskili bir enzimdir ve Mg*2-ATPaz inhibisyonu oksidatif
fosforilasyonu etkilemektedir. Pestisit etkilerinde Mg*>-ATPaz aktivitesinde
g6zlenen azalma, enzimin oksidatif fosforilasyonda gérev almasi nedeniyle ATP
iiretiminin indirgenmesine yol acabilmektedir (Parvez vd., 2006). Ca*2-ATPaz ise
sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde lokalize olmakta olup, hiicre zarinin
stabilizasyonu igin gerekli olan Ca*? iyonlarmin varlig: ile aktive olmaktadir. Bu
enzimde ATP hidrolizinden aciga ¢ikan enerjiyi kullanarak sitoplazmadan Ca*?
iyonlarinin uzaklastirilmasini saglayarak hiicre icerigindeki diisiik Ca*? seviyesinin
korunmasinda gorev almaktadir (Watson ve Beamish, 1980; Saxena ve ark., 2000).
Bu bilgiler 1s1ginda akut pestisit etkisi sonucunda iribaslarda Ca*2-ATPaz
aktivitesinde goriilen azalmalar, pestisitlerin Ca*?-ATPaz yapisindaki —SH gruplarina
baglanarak konformasyonel degisiklige neden olmasi sonucu enzimi inhibe
etmesinden, Ca'® homeostazisinin bozulmasindan, oksijen radikallerinin yikici

roliinden veya doku hasarindan kaynaklanabilmektedir. (Kukreja vd., 1988; Larsson

vd., 1985; Simkiss ve Taylor, 1989).

Genel olarak, enzim aktivitesinde gerceklesen azalislar osmoregilasyon
sistemindeki bozulmalardan veya hiicre zarinda olusan yapisal hasarin sonucunda zar
gecirgenliginin ~ degismesinden  kaynaklanabilmektedir. ~ Bununla  birlikte
ksenobiyotiklerin enzim yapisindaki —SH gruplarina baglanarak konformasyonel
degisiklikler, dokudaki yapisal farkliliklar ile bunlara bagl gelisen iyon ve

osmoregiilator sistem bozukluklar1 aktivitede azalmaya neden olabilmektedir. Bunun
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disinda enzim aktivitesinde Ozellikle akut slrecte gozlenen Na'/K*™-ATPaz
aktivitesindeki artiglar ise antioksidan sistemler gibi olasi telafi ve onarim
mekanizmalarinin  devreye girmesi (Dogan, 2013) veya toksik etki sonucu
osmoregiilasyonda gerceklesen ve iyon tagimimini olumsuz etkileyen durumun
telafisi icin Na'/K*-ATPaz aktivitesinin artmasi seklinde yorumlanabilir. De La
Torre vd. (2007), bahkta Na*/K*-ATPaz aktivitesinin su kaynakl Kirleticilerin akut
veya kronik etkileri sirasinda artis veya azalis gostermesinin yaninda herhangi bir
degisiklik gostermeyebilecegini de belirtmistir. Bu tepkilerin Kirleticilerin yogun
etkilerine ve epitelyal tasinmanin fonksiyonel ve morfolojik butinliginin
bozulmasina bagl olarak gelistigini vurgulamiglardir. Bu nedenle de bu enzimlerin
degisen ortam kosullarina verdikleri cevabin stresin simiflandiriimasinda ve

metabolik uyum diizenlemelerinin yapilmasinda 6énem kazandigini belirtmislerdir.

Calismamizda, biitin TFS konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz
birakilan X. laevis iribaslarinda Na*/K* ATPaz aktivitesindeki artis ile toplam, Mg*?
ve Ca*2 ATPaz aktivitelerindeki inhibisyon kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli goriilmistiir (p<0.05) (Sekil 5.4. A, B; Sekil 5.5. A, B).
ATPaz aktivitelerindeki bu degisimler, literatiirdeki farkli tiir ve ksenobiyotiklerle
yapilan caligmalar ile benzerlik gostermistir. Sancho ve arkadaslart (1997) bir OP
bilesigi olan fenitrothionun subletal konsantrasyonlaria (0.02 ve 0.04 mg/L) 4 giin
boyunca maruz birakilan Avrupa elektrik baligi olan Anguilla anguilla
solungaclarinda toplam ve Mg*? ATPaz aktivitelerini maruziyetten 2, 8, 12, 24, 32,
48, 56, 72 ve 96 saat sonrasinda degerlendirmislerdir. Toplam ve Mg*2-ATPaz
aktivitelerinin artan fenitrotiyonun konsantrasyonu ile paralel olarak azaldigi rapor
edilmistir (p<0.05). Uner vd. (2005) yeni bir akarisit olan Etaksol’un subletal
konsantrasyonlarina 1, 7 ve 15 giin silireyle maruz biraktiklari Oreochromis
niloticus’un solungag, kas ve bobrek dokularinda Na*/K* ATPaz aktivitelerindeki
degisimleri incelemis ve etoxazole maruziyeti sonrasinda solunga¢ ve kas
dokularinda Na*/K" ATPaz aktivitesinin arttigin1 rapor etmislerdir (p<0.05).
Balasundaram vd. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bir OP pestisit olan
fosalonun akut dozuna 96 saat boyunca maruz birakilan yetiskin Rana tigrina’nin
merkezi sinir sisteminde ATPaz aktivitelerindeki degisimler incelenmis ve Mg*?
ATPaz ile Ca™ ATPaz aktivitelerinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde inhibisyona ugradiklar1 rapor edilmis ve arastirmacilar, Mg ATPaz
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aktivitesinde meydana gelen Onemli azaligi, pestisit maruziyetinin neden oldugu
oksidatif fosforilasyonun inhibisyonuna bagli olarak artan O almimi ve ATP
azalisma baglamislardir. Ca*? ATPaz inhibisyonunu ise pestisit toksisitesi sonucu
olusabilecek oksijen radikallerinden ya da doku hasarindan dolay1 hiicre i¢i sitozolik
Ca*?’nin artmas: ile iliskilendirmislerdir. ATPaz aktivite inhibisyonlarinin iribaslarin
canliliklarin1  devam ettirebilmek i¢in hipometabolik durum sirasinda enerji

ekonomisine girmesi seklinde agiklayabiliriz (Balasundaram vd., 1995).

70 Na'/K" ATPaz Enzim Aktivite Degisimleri (A)
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Sekil 5.4. 96 saatlik TFS, THI ve TFS+THI karisim uygulamalar1 ile 24 saatlik

TFS+THI karisim uygulamasinin Na*/K* ATPaz (A) ve toplam ATPaz (B) enzim
aktiviteleri Gzerine etkileri.
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Mg ATPazEnzim AKtiviteleri (A)
sKonwrel  ®LC50/100  mLC50/50 LC50/20 wLC5010  wLC5012 nLC50

24 Saat TFS4THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AT/L)

Ca'? ATPazEnzim Aktiviteleri (B)
sKonirol  mLC50/100 u LC50/50 LC50/20 nLC510 nLC502 nL.C50

24 Saat TFS+THI 96 Saat TFS 96 Saat THI 96 Saat TFS+THI
Konsantrasyon (mg AT/L)

Sekil 5.5. 96 saatlik TFS, THI ve TFS+THI karisim uygulamalar1 ile 24 saatlik
TFS+THI karistm uygulamasmin Mg*? ATPaz (A) ve Ca' ATPaz (B) enzim
aktiviteleri tzerine etkileri.
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Calismada kullandigimiz thiakloprid neonikotinoid bir insektisit olarak
nikotinik asetilkolin reseptorleri (NAChR) igin agonistik etkiye sahiptir (Aydin,
2011). Sentetik organik pestisitlerin yeni bir sinifi olan neonikotinoitler genis
spektrumlu insektisitlerdir. Neonikotinoitlerle yapilan c¢alismalarda boceklerdeki
nAChR i¢in memelilere gore daha segici olduktari tespit edilmistir (Schulz-Jander
vd., 2002). Fakat Ford ve Casida (2006), farelerde yaptiklari ¢alismada 20 mg/kg
neonikotinoid insektisit olan thiamethoxamin sistemik uygulamasi sonucunda
%A44'tiniin metabolize edildigini ve beyinde temel metabolitlerin tespit edildigini

rapor etmiglerdir.

Aragtirma sonuglarimiza gore, 96 saat siireyle THI’'nin letal ve subletal
konsantrasyonlarina (LCsg, LCs0/2, LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50, LCs0/100) maruz
kalan X.laevis iribaslarinda ALT, AST ve LDH enzim aktivitesinin istatistiksel
olarak onemli diizeyde arttigi goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 5.1. A, B ve C).
Ozellikle doku hasarmin belirlenmesinde biyobelirteg olarak kullanilan bu
metabolizma enzimlerindeki artislar, literatiirdeki farkli neonikotinoid insektisit ve
tiirlerle yapilan caligmalardan elde edilen veriler ile de benzerlik gostermektedir.
Zaahkook vd. (2009) tarafindan yapilan c¢alismada, neonikotinoid insektisit
imdacloprid (IMI)’e 3 ve 6 hafta siireyle maruz birakilan Japon bildircinlarinin kan
serumu ve dokularinda ALT, AST ve LDH aktivitelerinde artig goriilmiistiir. Kumar
vd. (2010), neonikotinoid insektisit thiamethoxamin subletal konsantrasyonlarina 24,
48, 72 ve 96 saat boyunca maruz birakilan tatli su baligi Channa punctatus’un
karaciger, beyin, solungac, kas ve bobrek dokularinda ALT ve AST aktivitesinde
artis oldugunu gostermistir. Thiametoksamin etkisi nedeniyle gerceklesen membran
yikimina bagli doku tahribatinin bir sonucu olarak transaminaz faaliyetlerinin
proteolitik aktiviteler sonucu artabilecegi ve transaminazlardaki bu degisimlerin
enerji lretimi i¢in baliklar tarafindan amino asit havuzundaki serbest amino asitlerin
kullanilmasindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Transaminaz enzimlerin
protein ile karbonhidrat metabolizmasi1 arasinda bir baglanti1 olarak islev gordigi
bilinmektedir. Pestisitlere (6r. karbamat) maruz kalan baliklarda, stres nedeniyle
karsilasilan enerji ihtiyacinin artmasi sonucu, glukoneogenezisin indiiklendigi ve
stres kosullarina adaptasyonu saglamak amaciyla karaciger, beyin ve kas
dokularindaki transaminaz aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Ramaswamy vd., 1999).

LDH aktivitesindeki artis ise THI’nin neden olabilecegi doku tahribatinin bir sonucu
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olarak solunum metabolizmasinin aerobikten aneorobige doniismesi ve mitokondride
oksidatif fosforilasyonu engellenmesi nedeniyle olusan ATP ac¢iginin giderilmesi

amaciyla artan glikoliz orani ile iligkilendirilebilir.

Calismamizda metabolik enzimler olan LDH, AST ve ALT’nin THI
uygulamalrindan diger enzimlere oranla daha az etkilendigi goriilmektedir. Ayrica
calismamizda THI’nin LCso/10, LCs0/20 ve LCso/100 konsantrasyonlarina maruz
kalan iribaglarda istatistiksel olarak anlamli goriilen ALT aktivitesindeki
inhibisyonlar, diisiik konsantrasyonlardaki THI maruziyetine bagli olarak niiklear
yap1, mitokondri ve diiz endoplazmik retikulumda olusabilecek bozulmalar sonucu
transaminasyon islemlerindeki gerilemeyle iliskilendirilebilir (Aydin-Sinan vd.,
2012; Malbrouck vd., 2003).

96 saat siirecyle THI’nin letal ve subletal konsantrasyonlarma (LCso, LCs0/2,
LCs0/10, LCs0/20, LCs0/50, LCs0/100) maruz kalan X. laevis iribaslarinda, GST,
AChE ve CaE aktivitelerinde, konsantrasyonla iliskili olmayan degisimler
gozlenmistir (Sekil 5.2. A, B ve C). Ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan
GST’nin, ksenobiyotiklere maruz kalmanin bir biyobelirteci olarak kullanilabilecegi,
birgcok laboratuvar ve arazi ¢aligmasinda gosterilmistir. Calismamizda GST
aktivitesinde, LCs0/2 THI konsantrasyonuna kadar olan gruplarda, konsantrasyonla
iliskili olmayan inhibisyon goriiliirken, en yiliksek THI konsantrasyonunda ise artig
gozlendi (p<0.05) (Sekil 5.2. A). GST aktivitesinin artis1, kirleticilerin yarattigi
strese organizmanin gosterdigi adaptasyon olarak degerlendirilmektedir (Skouras vd.,
2003). Ancak kirleticilerin GST indiiksiyonuna neden oldugu iddias1 kesin bir durum
degildir. Kimyasala maruz kalma sonucu enzim aktivitesinin degismedigi veya
aktivitenin inhibe oldugu c¢alismalar da bildirilmistir. Birka¢ caligmada alabalik,
Dicentrarchus labrax, Diplodus annularis, Lepomis macrochirus tiirlerinde PCDD,
pestisitler veya PAH’lara maruz kalmanin GST aktivitesinde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Van Der Oost vd., 2003). Aydin (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, thiaklopridin akut ve subakut etkisinde, GST aktivitesinin, yalniz sigan
timus dokusunda azaldigi belirlenmis ve antioksidan savunmanin bu pestisidin
metabolizmas1 sirasinda {retilen oksidatif molekiiller nedeniyle zayiflamis

olabilecegi bildirilmistir.
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Asetilkolinesteraz  (AChE) aktivitesi, sucul ve karasal ekosistemlerde
insektisit kirliliginin 6lglimiinde yiiksek 0Ozgilliige sahip bir biyobelirtectir.
Calismamizda AChE aktivitesinde konsantrasyonla iligkili olmayan degisimler
gozlenmistir. Qi vd. (2013) yapilan bir ¢alismada, Daphnia magna’nin bir
neonikotinoid insektisit olan guadipirine 48 saatlik maruziyeti sonucunda, AChE ve
GST aktivitesinin 6nemli bir Ol¢lide arttigi gozlenmis ve bu sonuglar 1s18inda
guadipirinin dafnialar i¢cin kismen toksik oldugu bildirilmistir. Neonikotinoid bir
insektisit olan asetamipridin ticari formilasyonu mospilan’in ¢evresel derisimlerine
maruz birakilan tatli su midyesi Anadonta cygnea’nin sindirim kanali ve solungag
dokusunda AChE aktivitesinde bir degisime neden olmadig1 saptanmistir (Mishchuk
ve Stolyar 2008). AChE inhibisyonunun, OP, karbamat ve piretroit insektisitlere
maruz kalan organizmalarda spesifik bir biyobelirte¢ oldugu rapor edilmistir. Ancak
bizim ¢alismamizda AChE aktivitesi artan dozla birlikte inhibe olmamis ve LC 50/50,
LCso/2 ve LCso dozlarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli diizeyde
aktive olmustur (p<0.05) (Sekil 5.2. C). Bu yiizden, THI insektisitine kisa siireli
maruz birakmanin, X. laevis’de bu c¢alismada kullanilan sartlar altinda AChE
aktivitesini inhibe etmeyebilecegi sOylenebilir. Benzer olarak, IMI insektisitinin
Mytilus galloprovincialis midye tiiriinde neden oldugu toksisiteye ait biyokimyasal
degisimlerin degerlendirildigi diger bir calismada, AChE aktivitesinin solungag
dokusunda azaldigi, neonikotinoid thiakloprid etkisinde ya da her ikisinin
kombinasyonunda ise aktivitenin arttigt belirlenmistir. Buna gore AChE’larin

neonikotinoidlere yanitinin tiire-6zgii oldugu belirtilmistir (Dondero vd. 2010).

THI maruziyeti sonucu goriillen AChE aktivitesindeki artig, postsinaptik
nAChR agonisti olan THI’nin bu reseptére baglanmasi sonucu, kolinerjik sinapslarda
artan ACh’nin bozulan dengenin tekrar saglanmasi amaciyla asetik asit ve koline
parcalanmasi seklinde yorumlanabilir. Badiou ve Belzunces (2008) tarafindan AChE
aktivitesindeki artis ile ilgili iki goriis ileri strtlmektedir. Bunlardan birincisi, pestisit
toksisitesine bagli olarak salinimi artan ACh’in AChE aktivitesini indiklemesi
seklindedir. ikinci goriis ise, yine pestisit toksisitesi sonucu hiicresel membran
yuzeyinden ayrilan AChE’m yeniden yerinin doldurulmasi i¢in enzimin de novo

sentezinde meydana gelen artis seklinde aciklanmustir.
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CaFE’ler, ekolojik risk degerlendirme calismalarinda biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir. (Barron vd., 1999; Cashman vd., 1996). Calismamizda, CaE
aktivitesinde, bltin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore konsantrasyonla
ilintili olmayan ve kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda 6nemli inhibisyonlar
gozlendi (p<0.05) (Sekil 5.2. B). Xenopus iribaslarmin piretroit insektisilerden
Lamda Sihalotrine 24 saat boyunca maruz kaldigi laboratuvar calismasinda, CaE
aktivitesinin %27.4 (p<0.001) diizeyinde inhibisyon ugramasi (Aydin-Sinan vd.,
2012); Robles-Mendoza vd. (2012) tarafindan yapilan laboratuvar g¢alismasinda,
Klorpirifos’a maruz birakilan Ambystoma mexicanum tiri semenderde CaE
aktivitesinin yaklasik %50 (p<0.05) diizeyinde inhibisyona ugramasi; Glngordi vd.
(2013b) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yeni sentez edilmis benzimidazol kdkenli
sekiz organofosfor (OP) bilesigin 46. evredeki X. laevis iribaslarinda in vivo
uygulama kosullarinda, belirlenen dozlara maruz birakilan iribaglarda, AZM ve test
edilen sekiz OP bilesikten yedisinin CaE inhibisyonuna neden olmasi ¢aligmamizla
paralellik gostermektedir. CaE enziminde genel olarak goriilen aktivite kaybinin,
iribaglarin 6liim periyoduna girmeleri nedeniyle protein sentezinin baskilanmasinin
bir sonucu olarak meydana geldigi disiiniilebilir. CaE aktivitesinin Ol¢iilmesi,
tarimsal kimyasallarin ekosistem tiizerindeki etkilerinin dnceden belirlenmesi igin
kullanigh bir ara¢ saglamaktadir (Wheelock vd., 2005). Ayrica, THI maruziyeti
sonucu AChE aktivitesindeki gorilen artis ile CaE aktivitesindeki azalig, daha 6nce
bahsedildigi gibi CaE enziminin AChE i¢in koruyucu rol oynamasini destekler
niteliktedir.

Oksidatif stres varligin1 ve derecesini ortaya koymak icin 96 saat siiresince
belirlenen THI konsantrasyonlarina maruz birakilan Xenopus laevis iribaslarinda GR,
CAT ve GPx aktivitelerindeki degisimler degerlendirildiginde, GR aktivitesinde,
THI konsantrasyonlar1 ile paralel olmayan artiglar goriildii ve kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.05) (Sekil 5.3. A). Hiicre
bilesenlerinin ROS bilesiklerine maruz kalmalar1 sonucu olusan oksidatif hasar, artan
antioksidan enzim aktivitesi (GPx, GST, GR ve CAT gibi) ile engellenir. Baliklar
maruz kaldiklar1 oksidatif stres kosullarina uyum saglama egilimindedirler. Bu
nedenle kirlenmis su sistemlerinde yiiksek peroksidatif bilesikler, bu alanlarda
bulunan baliklarda GR aktivitesinin artmasina yol agmaktadir. Degisik arastirmacilar

tarafindan yapilan ¢ok sayida calismada, peroksidatif bilesiklerin yiiksek oranda
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bulundugu kirli sucul alanlarda yasayan baliklarda yliksek GR aktivitesi
belirlenmistir (Pandey vd., 2003; Stephensen vd., 2002). Ferrari vd. (2011)
tarafindan yapilan laboratuvar caligmasinda, organofosfat tiirii bir pestisit olan
Azinfos metil ve karbamat turu bir pestisit olan Karbaril, Rhinella (Bufo) arenarum
iribaglarinda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda GR aktivitesini sirasiyla % 23 ve %
32 diizeyinde indiiklemistir. Poliklorlu bifenile (PCB)’e maruz birakilmisg
alabaliklarda GR aktivitesinin kontrol grubuna gore >%500 dlizeyinde artis
gosterdigi saptanmustir (Van Der Oost vd., 2003).

CAT aktivitesinde, THI konsantrasyonlar1 ile paralel olmayan inhibisyon
goriildii ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak onemli bulundu
(p<0.05) (Sekil 5.3. B). Calismamizla benzer olarak, Rhinella arenarum iribaslar
uzerine azinfos metil (AZM) ve karbarilin (CB) etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,
iribaglar 48 saat boyunca 3 ve 6 mg/L AZM, 10 ve 20 mg/L CB’ye maruz birakilmis
ve CAT aktivitesi her iki pestisit tarafindan dnemli 6l¢iide inhibe edilmistir (Ferrari
vd., 2011). Atrazin (ATR) ve Klorpirifos’a (CPF) 40 giin boyunca karigim ve birebir
uygulamalar1 sonucunda, karaciger ve solunga¢ dokularinda doza bagimli bir sekilde
antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD, CAT ve GPx) azaldig1 belirtilmistir (Xing
vd., 2012). CAT aktivitesindeki diislis, pestisit uygulamasiyla indiiklenen reaktif
oksijen tiirlerindeki artis ve bu reaktif oksidanlarin enzim sentezinde gdrev yapan
genlerin ifadelerindeki baskilanma ile enzimin aktivasyonunun engellenmesi ya da

sentezlenen enzimlerin yapilarindaki oksidasyonla agiklanabilir.

GPx aktivitesinde, bltin THI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak onemli artiglar gézlendi (p<0.05) (Sekil 5.3. C). GPx, cevresel
kirliligin canlilarda neden oldugu oksidatif hasarin belirlenmesinde biyokimyasal bir
parametre olarak siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle antioksidan savunma sisteminin
bir elemanm1 olan bu enzimdeki artislar, literatiirdeki farkli tiirlerle yapilan
caligmalardan elde edilen veriler ile de benzerlik gostermektedir. Ornegin, bir
herbisit olan 2,4-D ile bir insektisit olan azinfosmetile maruz birakilmig Oreochromis
niloticus balik tiiriiniin karaciger GPx aktivitesinde artis goriilmiistiir (Orug ve Uner,
2000). Bir tathh su baligi olan Channa punctatus’un poliklorlu hidrokarbon olan
endosulfana 24 saatlik maruziyeti sonucu GPx aktivitesinin arttigi (p<0.05-0.001)

belirlenmistir (Pandey vd., 2001). Yapilan baska bir ¢alismada ise O. niloticus’un
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karaciger ve bobrek dokularindaki GR, GST ve GPx aktivitesinin kirlenmis
bolgelerdeki baliklarda kontrol grubu baliklarina oranla daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir (Hamed, 2003). GPx aktivitesindeki artig, serbest radikal iiretiminin,

detoksifikasyon mekanizma kapasitesinin iistiinde olmasi ile yorumlanabilir.

Osmoregiilasyon metabolizmasindaki toksisitenin belirlenmesi amaciyla
parametre olarak kullanilan ATPaz enzim aktivitelerinin, secilen THI
konsantrasyonlarina 96 saat boyunca maruz kalan Xenopus laevis iribaslarindaki
degisimleri incelendiginde, Na*/K" ATPaz aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigi,
toplam ATPaz, Mg*?> ATPaz ve Ca*? ATPaz aktivitelerinin ise inhibisyona ugradig
ve tim bu degisimlerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
onemli oldugu saptanmistir (p<0.05) (Sekil 5.4. A ve B; Sekil 5.5. A ve B). Ca*%-
ATPaz, Ca*? metabolizmasindaki énemi ve yapisindaki fonksiyonel —SH gruplarina
bagli olarak agir metal etkisinde inhibe olmasi ile kirlilik ¢caligsmalarinda biiylik 6nem
kazanmaktadir (Wong ve Wong, 2000). Mg*2-ATPaz enziminin oksidatif
fosforilasyon ve iyon tasinmasinda onemli bir rol oynadigi belirtilmistir. Bununla
birlikte Mg*>-ATPaz enzimi, baliklarda solungag epitelyumundan hiicre membran

biitiinliigii ve gegirgenliginin stabilizasyonu icin gerekli olan Mg*%’

nin taginmasinda
gorev gormektedir ve Mg*2-ATPaz inhibisyonu, oksidatif fosforilasyonu

etkilemektedir (Parvez vd., 2006).

Yapilan literatiir arastirmalarinda, Ath ve Canli (2011a) tarafindan yapilan bir
calismada, tathisu baligi Oreochromis niloticus, farkli derisimlerdeki Cu*?, Cd*?,
Cr*®, Ag* ve Zn*?’ye akut ve kronik olarak maruz birakilmis ve solungag, bobrek ve
kas dokularinda Na'/K*-ATPaz, Mg*2-ATPaz, toplam-ATPaz, Ca*2-ATPaz enzim
aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Buna gore, akut ve kronik uygulamalar ile in vivo ve in vitro
kosullarda, metallerin Na*/K*-ATPaz ile Ca*?-ATPaz aktivitesini azalttig1, toplam-
ATPaz ile Mg*>-ATPaz aktivitesinde ise azalis yaninda artisa da neden oldugu
gosterilmistir. Iyon akismin diizenlenmesi, iyonik ve osmotik homeostazisin
dengelenmesi ile iliskilidir. Sucul organizmalar dikkate alindiginda, Na*/K*-
ATPaz’ i iyon dizenlenmesinde yasamsal bir dneme sahip oldugu bilinmektedir ve
Na'/K*-ATPaz aktivitesindeki olasi degisikliklerin dogal stres kaynaklarinda oldugu
gibi ¢esitli cevresel kirleticilere tepki olarak gelistigi gozlenmistir (Bianchini ve

Wood, 2003; Bianchini vd., 2004, 2005).
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Eroglu ve Canli (2013) tarafindan yapilan bir calismada, 1 pg/mL
derisimindeki Cd* ve Zn*?’in ayr1 ayr ve birlikte etkilerine farkli siirelerde (0, 7, 14,
21 ve 28 giin) maruz kalan tatlisu baligi1 Oreochromis niloticus’un farkli dokularinda
Na'/K*-ATPaz ve Ca'®-ATPaz, aktiviteleri metal tiirii, metallerin ayr1 ayr1 ve
birlikteki etkileri, etki siiresi ve doku tipine bagl olarak genellikle azalis yonunde bir
degisim gosterirken, Mg*>-ATPaz aktivitelerinde anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Uner vd. (2005), yeni bir organoflorin akarisit-insektisit olan
etoksazol maruz birakilan tatlisu baligit Oreochromis niloticus’un solunga¢ ve kas
dokularinda, Na'/K*-ATPaz aktivitesinde artis, Ca*>-ATPaz ve Mg*™-ATPaz
aktivitelerinde ise ©nemli bir degisim olmadigim gozlemlemislerdir (Uner ve

Sevgiler, 2005).

Bu sonuglar 1s18inda, enzim aktivitesinde gergeklesen azalislar, THI’nin akut
etkisine baglh olarak, epitelyal tasinmanin fonksiyonel ve morfolojik biitiinligiiniin
bozulmast ve hiicre zarinda olusan yapisal hasarin sonucunda zar gegirgenliginin
degismesinden kaynaklanabilmektedir. Enzim aktivitesindeki artiglar ise bozulan
diizenin tekrar onarilabilmesi i¢in antioksidan sistemler gibi olas1 telafi

mekanizmalart ile aciklanabilmektedir.

Calismamizda THI ve TFS karisimlarinin biyokimyasal belirtegler {lizerine
etkileri degerlendirilirken, 96 ve 24 saatlik caligmalar ile ilgili bulgular birlikte ele

alinmustir.

Bu caligmada, TFS ve THI’nin ikili kombinasyonlarinda, 96 saat siireyle LCsg
karigimlarina maruz kalan iribaglarin hepsinin 6ldiigii goriilmektedir. Bu da
pestisitlerin LCso karisiminin oldiiriicii etki diizeyinin, tek baslarina pestisitlerin
belirtilen konsantrasyonlarinin 6ldiiriici etki diizeylerinden yiiksek oldugunun bir

gostergesidir.

Ksenobiyotikler ile ilgili ¢aligmalarin biiylik cogunlugunda bu kimyasallarin
tek olarak kullanildiklarinda ne tiir etkilerin ortaya ¢ikacagi arastirilmistir. Fakat kirli
ekosistemlerde canlilar bir tek kimyasal yerine ¢ok ¢esitli toksik maddelere birlikte
maruz kalmaktadirlar. Bu kirleticiler arasinda maruz kalan canlidaki toksik tepkiyi
arttiran veya azaltan (durduran) bir iliski vardir. Etkilesim, kinetik fazda canli

tarafindan toksik maddenin alinimini, dagilimini, depolanmasini ve metabolizmasini
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degistirerek ya da dinamik fazda, toksik madde-reseptdr baglanma aktivitesi ve

cekimini degistirerek kimyasal ya da fiziksel olabilir.

Coklu toksisite olusturan etkilesim mekanizmalart Anderson ve D' Apolonia
(1978) tarafindan asagidaki sekilde ifade edilmistir: Oncelikle toksik kimyasal,
cevresel ortamda bulunan diger kimyasallar ile etkileserek yeni bilesikler, selatlar,
kompleksler olusturur veya kimyasal durumu degisir. Ozetle kirletici maddeler ve
diger substratlar arasi etkilesim, kirleticinin fizikokimyasal yapisini ve toksik olma
durumunu degistirir. Canliya gegiste c¢oklu kirleticiler ayn1 hedef organda aym
bolgeyi etkileyebilir veya farkli hedef dokularda farkli bolgeleri etkileyebilir ve bu
sekilde yaygin olumsuz tepki ortaya ¢ikar. Bir kirletici toksik madde olarak normalde
inaktif oldugu halde diger maddeler ile birlikte etkisi degisebilir ve c¢oklu
kirleticilerde kimyasallarin tek tek olusturduklar: toksik etki bir arada olduklarinda
degisebilir. Kinetik fazda ise, ¢oklu kirleticiler igindeki maddelerin hedef doku
tarafindan alinmasi farklilik gosterebilir. Coklu kirleticilerde bulunan maddeler

orijinal maddelere gére metabolitlerin Uretimini arttirir veya azaltir' (Parlak, 2009).

96 saat sureyle TFS+THI karisiminin uygulandig biitiin gruplarda ALT, AST
ve LDH enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli artiglar
gozlendi (p<0.05) (Sekil 5.1 A, B, C). Bu artislar, TFS ve THI’mn subletal
konsantrasyonlarina tek basma maruz kaldiklarinda iribaglarda  goriilen
aktivasyonlara gore daha yliksek oranda artis gostermislerdir. 96 saatlik uygulamalar
sonucunda tek bagina TFS, ALT aktivitesinde en yiiksek %23 oraninda artisa; AST
aktivitesinde en ylksek %12 diizeyinde inhibisyona; LDH aktivitesinde ise en
yiiksek % 36 oraninda artisa neden olurken, tek basina THI uygulamasi, ALT, AST
ve LDH aktivitelerinde sirasiyla en yiiksek % 15, % 25 ve % 19 oraninda artisa
neden olmustur (p<0.05). 96 saatlik TFS+THI kombinasyon uygulamasi sonucunda
ise ALT aktivitesinde en yiiksek % 36 (additif etki); AST aktivitesinde en yiksek %
37 (sinerjistik etki); LDH aktivitesinde ise % 59 (additif etki) oraninda artis
goriilmiistiir (p<0.05). Bu durum pestisitlerin tek basina uygulamalarinda goriilen
artis oranindan ¢ok daha yiiksek oldugunu gdstermektedir. Bu da pestisitlerin tek
basina olusturduklari etkilere gore karigim halinde bulunduklarinda ¢ok daha toksik
olduklarinin bir gostergesi olarak diisliniilebilir. Buna karsin, 24 saat siireyle

TFS+THI karistminin uygulandigi gruplarda ise ALT, AST ve LDH aktivitelerinde
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en yuksek dozlarda istatistiksel anlamda onemli inhibisyonlar gozlendi (p<0.05)
(Sekil 5.1 A, B, C). 24 saat sureyle TFS+THI karisimina maruz kalan iribaglarda
enzim aktivitelerindeki inhibisyonun nedeni, bu karigsima maruziyetten dolayi iribag
metabolizmasinda transaminasyon, fosforilasyon ve anaerobik solunum siireclerinde
bozulma olmas1 gosterilebilir. Aydin-Sinan ve arkadaglar1 (2012) tarafindan,
Xenopus laevis iribaslar1 tizerine deltamethrin ve A-cyhalothrinin 168 saatlik
maruzatinin toksik etkilerinin arastirildigi bir calismada, 24 saat uygulama
sonucunda LDH aktivitesinde kontrol grubuna gére énemli inhibisyon gdzlenmesi,
caligmamizla paralellik gostermektedir. ALT, AST ve LDH enzim aktivitelerinde
goriilen degisimler tek basina TFS uygulamasindan c¢ok THI uygulamasina
benzedigini ve verilerimiz dogrultusunda X. laevis iribaslar1 i¢in TFS’nin THI ile
birlikte uygulamasinin, THI’ya olan duyarliligt ve toksik etkiyi artirdigin

sOyleyebiliriz.

96 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin GST, CaE ve AChE enzim
aktiviteleri Uzerine etkisine bakildiginda, GST ve AChE aktivitelerinde kontrol
grubuna gore 6nemli artislar, CaE aktivitesinde ise inhibisyon gézlendi (p<0.05)
(Sekil 5.2. A, B, C). 24 saatlik karigim uygulanmasinda da ayni sonuglar goriildii.
Tek basina THI’'nin 96 saatlik uygulamalarinda, GST aktivitesinde en yiiksek %17
diizeyinde artis; CaE aktivitelerinde en yiiksek % 21 oraninda inhibisyon, AChE
aktivitesinde ise en yuksek % 14 dizeyinde artis goriiliirken, tek basina TFS’ye
maruz kalma sonucunda GST aktivitesinde en yiiksek % 43 oraninda artis, CaE ve
AChE enzim aktivitelerinde ise sirasiyla en yiiksek % 23 ve % 37 oraninda
inhibisyon gozlendi (p<0.05). 96 saatlik TFS+THI karisim uygulamasinin
sonucunda, GST ve AChE aktivitesinde sirasiyla en yiiksek % 64 (additif etki) ve %
15 (sinerjistik etki) oraninda artis goriiliirken, CaE aktivitesinde en yiiksek % 22

oraninda inhibisyon goriilmiistiir (p<0.05).

GST ve AChE aktivitelerini tek tek uygulanmalarindan daha fazla
artirmasinin sebebi, kimyasal maddelerin birlikte kullanildiginda birbirlerinin etkisini
arttirmas1 anlamina gelen additif ve sinerjistik etkilesimle agiklanabilir (Guven,
1999). TFS+THI karisim uygulamasinin GST aktivitesini arttirmasi, tek basima THI
etkisine karsi; AChE aktivitesini artirmasi ise, TFS etkisine karst verilen bir

detoksifikasyon yaniti olarak degerlendirilebilir. Oru¢ vd. (2004), yaptiklari
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calismada karaciger dokusunda 2,4-D ve azinfosmetilin kombine etkisinin kontrole
oranla GST aktivitesini 6nemli diizeyde indiikledigini tespit etmislerdir. Bu sonug,
yaptigimiz ¢alismada TFS’nin THI ile birlikte kullanildiginda olusan GST cevabu ile
benzerdir. GST aktivitesindeki indiklenmenin nedeninin, enziminin pestisit
toksisitesine karsi daha iyi bir cevap olusturmasi olarak degerlendirilebilir. Bununla
birlikte, GST aktivitesindeki artis, bu pestisit konsantrasyonlarina devamli maruz
kalma sonucu iribaslarin metabolik adaptasyonu ile de iliskilendirilebilir. Ornegin,
tarimda yabani otlarin kontrolii i¢in kullanilan parakuat herbisitine maruz birakilan
Oreochromis niloticus balik tiirlinde GST aktivitesinin arttig1 (Figueiredo-Fernandes
vd., 2006), benzer sekilde PAH ve PCB gibi kirleticilerin GST aktivitesini
indiikledigi bilinmektedir (Machala vd., 1998; Shailaja ve D’Silva, 2003; Bello vd.,
2001). EI-Gendy (1990) ve Singh vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismalarda, ditiyokarb,
sipermetrin, dimetoat ve klorpirifos pestisitlerinin GST aktivitesinde dnemli bir artig
yarattigini rapor etmiglerdir. Barden (2001) da erkek siganlarin, THI’nin P20 mg/kg
bw/gilin dozuna iki hafta maruz kalmasi sonucu, karacigerlerinde Faz I ve Faz Il

enzim aktivitelerinin arttigini rapor etmislerdir (Aydin, 2011).

Tek basmma THI, AChE aktivitesinde artisa, tek basina TFS ise inhibisyona
neden olurken, bu pestisitlerin karisimi aktivasyona neden olmustur. Verilerimiz
dogrultusunda GST, CaE ve AChE enzim aktivitelerinde goriilen degisimlerin tek
basina TFS uygulamasindan ¢ok THI uygulamasina benzedigini ve X. laevis
iribaglar i¢in TFS’nin THI ile birlikte uygulamasimin, THI’ya olan duyarlilif1 ve
toksik etkiyi artirdigini  soyleyebiliriz. Malev vd. (2012), neonikotinoidlerin,
nikotinik asetilkolin reseptorlerinin (NAChRs) agonisti olmalarina ragmen, AChE
aktivitesini direkt olarak inhibe etmedigini rapor etmislerdir. CaE enzim
aktivitesinde pestisitlerin tek tek ve kombine halde uygulanmasi sonucu tiim
gruplarda inhibisyona ugramasmin sebebi, iribaglarin 6lUm periyoduna girmeleri
nedeniyle protein sentezinin baskilanmasinin bir sonucu olarak meydana geldigi

diistiniilebilir.

Yapilan ¢alismalarda, baliklarin karaciger CaE aktivitesinin OP bilesiklerce
AChE’den daha yiiksek affinite ile fosforillendigi, boylece detoksifikasyonda énemli
bir rol aldigi rapor edilmistir. Ornegin, Ru vd. (2003) tarafindan yapilan bir

caligmada, bir OP bilesik olan monokrotofos’un subletal konsantrasyonlarina maruz
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birakilan Sciaenops ocellatus’un beyin AChE ve karaciger CaE aktivitesinde 6nemli
derecede azalis belirlenmistir. Ancak inhibisyon oranlarna bakildiginda, CaE
inhibisyonunun daha yiiksek oldugu ve bunun AChE inhibisyonunu azalttig1 ileri
siirlilmistiir. Calismamizda da AChE aktivitesinin artis1 ile CaE aktivitesinin

azalmasi bu ¢alismayla benzerlik gostermektedir.

Iribaglarda TFS ve THI karisimi uygulamasina bagli olarak 96 saat siireyle
pestisit konsantrasyonlarinin karigimina maruz kalma sonucunda GR, CAT ve GPx
enzim aktivitelerinde sirasiyla en yiiksek % 30, % 61 ve % 79 oraninda kontrole gore
onemli artiglar gozlendi (p<0.05) (Sekil 5.3. A, B, C). Tek basina THI'nin 96 saatlik
uygulamalarinda, GR aktivitesinde en yiiksek %17 diizeyinde artis; CAT
aktivitesinde en yiiksek % 31 oraninda inhibisyon, GPx aktivitesinde ise en yiiksek
% 128 diizeyinde aktivasyon goriiliirken, 96 saat siireyle tek basina TFS’ye maruz
kalma sonucunda GR aktivitesinde kontrole gore 6nemli bir degisim goriilmezken,
CAT ve GPx enzim aktivitelerinde sirasiyla % 65 ve % 104 oraninda artig gozlendi
(p<0.05). 24 saatlik TFS+THI karisim uygulamalarinda, kontrol grubuna gore GR,
CAT ve GPx aktivitelerinde sirasiyla en yiiksek % 41, %56 ve % 49 oraninda olmak
lizere 6nemli inhibisyonlar gozlendi (p<0.05) (Sekil 5.3. A, B, C). Ozellikle
antioksidan savunma sisteminin elemanlar1 olan bu enzimlerdeki artislar,
literatiirdeki farkli tiirlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler ile de benzerlik
gostermektedir. Yapilan bir c¢alismada, O. niloticus’un Kkaraciger ve bdbrek
dokularindaki GR, GST ve GPx aktivitesinin kirlenmis bolgelerdeki baliklarda,
kontrol grubu baliklarina oranla daha yuksek oldugu rapor edilmistir (Hamed vd.,
2003). Yaptigimiz calismada tek basina TFS uygulamasinda GR aktivitesinde
kontrole gore onemli bir degisim goriilmezken, tek basina THI uygulamasimmin GR
aktivitesini arttirdig1 gozlenmistir. 24 saatlik TFS+THI karisim uygulamasina bagh
olarak, GR aktivitesinde inhibisyon goruliirken, 96 saatlik karisimin GR aktivitesini
onemli oranda arttirdigi saptandi (p<0.05) (Sekil 5.3. A). Buna gore, TFS+THI
karisimina maruz kalan canlilardaki GR enzim seviyesinin zamana bagli olarak artis
gosterdigi saptandi (p<0.05) (Sekil 5.3. A). Bu da, enzimlerin akut ve subakut
maruziyette farkli yanitlar vermesinin bir sonucu olarak meydana geldigi ve GR
aktivitesinin baskilanmasi sonucu serbest radikallerin birikimi nedeniyle bir toksik
hasarin ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir. Buna gore tek tek THI ve TFS’ye

maruz kalan iribaglara gére kombine etkiye maruz kalan canlilarda 96. saatte GR

135



aktivitesinde 6nemli duzeyde sinerjistik bir etki tespit edildi (p<0.05). Bu sonuglar
dogrultusunda, GR enzim aktivitelerinde goriilen degisimlerin, tek basina TFS
uygulamasindan daha ¢ok THI uygulamasina benzedigini ve X. laevis iribaslari igin
THI’'nin TFS ile birlikte uygulanmasimin, THI’ya olan duyarliligi ve toksik etkiyi
arttirdig1 sdylenebilir. Calismanmiza benzer olarak, Orug ve Uner (2000) yaptiklari
calismada, 2,4-D ve azinfosmetilin kombine etkisine maruz kalan canlilarin, kontrole
gore GR aktivitesinde kontrolle karsilagtirildiginda, 6nemli diizeyde artis rapor

etmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada, GPx aktivitesinde ise 96 saatlik kombine pestisit
uygulamasi sonucunda ayri kullanimlara oranla bir azalma yani birbirlerinin
etkilerini azaltici antagonistik etki gézlenmistir. GR aktivitesi ve GST aktivitesi
arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir. GST aktivitesinin pestisit, agir metaller
veya farkli ksenobiyotikler gibi her tiirli stres kosullarindan etkilendigi
bilinmektedir. GST, reaktif bir elektrofilik merkeze sahip ¢esitli ksenobiyotikleri
glutatyonun thiol grubu ile konjugasyonunu katalizleyen bir enzimdir. GST enzimi
bu reaksiyonlar1 katalizlerken GSH da GSSG’ye doniismektedir. Stres altindaki bir
canlida ya da hiicrede GR aktivitesinin yiiksek olmasi, GR’nin GSSG’yi GSH’a

doniistiiren bir enzim olmasiyla iliskilendirilebilir.

CAT enziminde tek basina THI’nin 96 saatlik uygulamalarinda, kontrole gore
onemli oranda inhibisyon, tek basina TFS’ye maruz kalma sonucunda artig, 24 saat
bu pestisitlerin kombinasyonlarina maruz kalma sonucunda inhibisyon ve 96 saat
kombinasyona maruz kalma sonucunda ise tekrar aktivasyon gdzlenmesi,
ksenobiyotik  etkisine karst  verilen bir detoksifikasyon yamti  olarak
degerlendirilebilir. Buna gore tek tek THI ve TFS’ye maruz kalan canlilara gore
kombine etkiye maruz kalan canlilarda 96. saatte CAT aktivitesinde 6nemli diizeyde
sinerjistik bir etki tespit edildi (p<0.05). Bununla birlikte, TFS+THI karigimina
maruz kalan canlilardaki CAT enzim seviyesinin zamana bagli olarak artig gosterdigi
saptand1 (p<0.05) (Sekil 5.3. B). Pestisitlerin tek baslarina etkileri goz Oniinde
bulunduruldugunda, TFS+THI karistmina maruz kalan iribaslarda enzim
aktivitelerinin kismen daha fazla etkilendigi goriilmektedir. CAT aktivitesinde

goriilen degisimlerin, tek bagina THI uygulamasindan daha ¢ok TFS uygulamasina
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benzedigini ve X. laevis iribaglart i¢in THI’min TFS ile birlikte uygulanmasinin,

TFS’ye olan duyarlilig1 ve toksik etkiyi arttirdigini sdyleyebiliriz.

96 saatlik THI ve TFS’nin GPx aktivitesi lizerinde tek baslarina
olusturduklar1 etkiler ile karistm halinde olusturduklari etkiler aktivasyonun artisi
yoniinde benzer bir egilim gostermekle birlikte (p<0.05), 24 saatlik karisim
uygulamasinda CAT aktivitesinde oldugu gibi inhibisyon gostermistir (Sekil 5.3. B,
C). Antioksidan enzimler olan CAT ve GPx aktivitelerinde zamana bagli olarak dnce
inhibisyon, sonra aktivasyon go6zlenmesinin sebebi, toksikantlara maruz kalma
sonrast ilk yanit olarak, diger detoksifikasyon mekanizmalarinin indiksiyonundan
Once, serbest radikallerin etkisinden organizmay: korumak igin antioksidan savunma
sistemlerinin indiklenmesi ya da yeni enzim sentezleri igin gen ifadelerinin
artirilmasi seklinde diisiiniilebilir (Rosenbaum vd., 2012; Kaufer vd., 1998). Demirci
(2013) tarafindan atrazin ve indoxacarbin tek ve kombine etkisine maruz kalan G.
kichneffensis bireylerinde CAT aktivitesi incelendiginde, 24. ve 48. saatlerde
kombine etkinin CAT enzim aktivitesinde pestisitlerin, ayr1 uygulandigi canlilardaki
enzim aktivitesine gore 6nemli diizeyde indiiklenmeye neden oldugu gozlenmistir
(p<0.05). Ayni1 ¢alismada yine CAT enziminin atrazin+endosilfan kombinasyonuna
maruz kalma sonucunda, her zaman diliminde kombine etkinin, sadece atrazinin
LCs0/100'ik dozuna maruz kalan canlilardaki CAT enzim aktivitesine gore énemli
dizeyde arttigi  gozlenmistir (p<0.05) ve bunun pestisitlerin  birlikte

kullanildiklarinda aditif veya sinerjistik etki gostermesi sonucuna varilmaistir.

96 saatlik uygulamalar sonucunda tek basina TFS, iribaslarda Na*/K* ATPaz
aktivitesinde en yiiksek %604 oraninda artisa; toplam ATPaz, Mg*? ATPaz ve Ca*?
ATPaz aktivitelerinde ise sirasiyla en yiiksek %75, %41, % 36 duzeyinde
inhibisyona neden olmustur. Tek basina THI’nin 96 saatlik uygulamasi, iribaslarda
Na*/K* ATPaz aktivitesinde en yiiksek %421 oraninda artisa; toplam ATPaz, Mg*?
ATPaz ve Ca" ATPaz aktivitelerinde ise sirastyla en yiiksek %64, %29, %29
diizeyinde inhibisyona neden olmustur. (p<0.05). 96 saatlik TFS+THI karisim
uygulamasinda, Na"/K* ATPaz aktivitesinde kontrol grubuna gore en yiiksek %344
oraninda &nemli artis olurken, toplam ATPaz, Mg*? ATPaz ve Ca*? ATPaz enzim
aktivitelerinde kontrol grubuna gore sirastyla %50, %33 ve %30 diizeyinde olmak

tizere 6nemli inhibisyonlar olmustur (p<0.05). 24 saatlik karisim uygulanmasinda ise
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toplam ATPaz aktivitesinde kontrol grubuna gore inhibisyon (en yiiksek %60),
Na*/K* ATPaz, Mg ATPaz ve Ca*® ATPaz aktivitelerinde ise kontrol grubuna gore
sirastyla en yiiksek %327, %27 ve %35 oraninda 6nemli artis gozlendi (p<0.05). Tek
basina THI ve tek bagina TFS’nin 96 saatlik uygulamalarinda, TFS+THI karisiminin
96 saatlik uygulamasinda oldugu gibi, Na*/K" ATPaz aktivitesinde kontrol grubuna
gbre dnemli artis, toplam ATPaz, Mg*2 ATPaz ve Ca*? ATPaz enzim aktivitelerinde
ise kontrol grubuna gére 6nemli inhibisyonlar gézlendi (p<0.05) (Sekil 5.4. A, B;
Sekil 5.5. A, B). Ancak, 96 saatlik karisim uygulamasinda goriilen bu degisimler, 96
saatlik THI ve TFS’nin tek baglarina uygulandiklarinda Na*/K* ATPaz aktivitesinde
gosterdikleri aktivasyon ile toplam ATPaz, Mg*?> ATPaz ve Ca' ATPaz enzim
aktivitelerinde gosterdikleri inhibisyonlardan kismen daha diisiiktiir. Bu sonuglara
gore, THI ve TFS’nin enzimler iizerinde tek baslarina olusturduklari etkiler ile
karisim halinde olusturduklart etkiler, benzer bir egilim gostermesine ragmen
birbirlerinin  etkilerini azaltmalarindan dolayr kismen antogonist etkiyi
diistindiirmektedir. Hazarika vd. (2003) OP pestisitler olan malatiyon ve anilofos
kombinasyonuna maruz birakilan siganlarin kan, beyin ve karacigerinde karaciger ve
eritrositlerde  Na'/K"* ATPazin artis gostermesi, ¢alismamizla paralellik
gostermektedir.

Calismamizda pestisitlerin tek tek uygulanmasi ile kombinasyon halinde
uygulanmas1 arasindaki tek fark, 24 saat TFS+THI kombinasyonu uygulanmasi
sonucunda Mg*? ATPaz ve Ca*? ATPaz aktivitelerinde kontrole gére onemli artis
gozlenmesidir (p<0.05) (Sekil 5.5. A, B). Bir baska ifade ile Mg*? ATPaz ve Ca*
ATPaz aktivitelerinde zamana bagli olarak inhibisyonlar gelismistir. 24 saatlik
TFS+THI karisiminin uygulanmasi sonucu meydana gelen aktivasyonun 96 saatlik
uygulama sonucunda inhibe olmasi, enzimlerin akut ve subakut maruziyete baglh
olarak olusan yanitlarin farkli olmasi ve metabolik baskilanmasi sonucu serbest
radikallerin birikimden kaynaklanabilir. Bununla birlikte, 24 saatlik TFS+THI
karigtminin uygulanmasi sonucu meydana gelen ATPaz enzim aktivitelerindeki
artiglar, akut siirecte ilk uygulanma aninda pestisitlerin doza baglh siddetli etkileri
nedeniyle hiicrede bozulan dengenin tekrar onarilmasi i¢in antioksidan,
detoksifikasyon ya da metallothionein gibi olasi telafi ve onarim mekanizmalarinin
devreye girmesi ve protein sentezinin artigi ile agiklanabilir. 96 saatlik TFS+THI

karisim uygulamasi sonucunda goriilen ATPaz inhibisyonlari, antioksidan ya da
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detoksifikasyon sistemler gibi telafi sistemlerinin yetersiz kalmasi sonucu
osmoregulasyon sisteminde meydana gelen bozulmalar veya hiicre zarinda olusan
yapisal hasarlar nedeniyle, hiicrenin hipoksik kosullara kaymasi, oksidatif
fosforilasyonun inhibisyonu ve olusan ATP a¢iginin giderilmesi i¢in canlinin enerji
ekonomisine ge¢cmesi seklinde yorumlanabilir. Kakko ve arkadaglari tarafindan
(2000) yapilan bir ¢galismada, piretrin ve piperonil butoksit karisimina maruz kalan
sigan beyinlerinin serebral sinaptozomlarinda toplam ve Mg*-ATPaz aktivitelerinde,
tek tek uygulanmalarina goére 6nemli inhibisyonlar goriilmesi, ¢alismamizla benzerlik

gostermektedir.

Tez kapsaminda, secilen pestisitlerin (TFS ve THI) genotoksik etkilerinin
olup olmadigin1 saptamak amaciyla mikroniikleus ve komet analizi yapilmaya
calisilmistir. Secilen pestisitlerin 96 saatlik tek tek ve 1:1 ve karisim uygulamalari ile
24 saatlik 1:1 karisim uygulamasi sonucunda, kimyasallarin muhtemel toksik etkileri
sebebiyle Xenopus iribaslarinin kalplerinde yeterli miktarda kan bulunmamasi ve
kanin biiyiik 6lgiide bas kisminda toplanmasi ve/veya pihtilagsmasi, iribaslardan
heparinli enjektorler (1 ml’lik instlin enjektorleri, 0.3x8 mm, Becton Dickinson)
yardimiyla kan alinmasini zorlastirmistir. Elde edilen az miktardaki kan hucresinin
yapisal biitiinliige sahip olmamasi ise deneylerin yiurutilmesini ve genotoksisite ile
ilgili yeterli verinin elde edilmesini olanaksiz hale getirmistir. Bu nedenle,

genotoksisite ¢aligsmalar tez kapsamindan ¢ikarilmistir.

Sonug olarak, yaptigimiz ¢alismada TFS ve THI’nin Xenopus laevis icin letal
ve subletal konsantrasyonlarinin, tek ve kombine kullanimlarinin, ksenobiyotikler
icin  biyobelirtec olan antioksidan enzimlerin (GR, CAT ve GPx),
biyotransformasyon enzimi olan GST, esterazlar (AChE, CaE), metabolik enzimler
(AST, ALT, LDH) ve ATPazlar (Na'/K* ATPaz, toplam ATPaz, Mg*?> ATPaz ve
Ca*? ATPaz) seviyelerinde istatistiksel olarak énemli degisikliklere yol actig1 tespit
edilmigstir. Kullanilan yeni nesil pestisitler olarak adlandirilan TFS ve THI'nin
Xenopus laevis gibi hedef olmayan organizmalar icin diisiik dozlarda bile toksik
olabilecegi belirlenmistir. Buradan yola ¢ikarak, X. laevis iribaslarinin pestisit
toksisitesinin  belirlenmesi i¢in  uygun bir biyoindikatér tir ve secilen
biyobelirteclerin bu amacla kullanish biyokimyasal parametreler oldugu sdylenebilir.

Calisma verilerimiz, dogal habitatlar1 toksik maddeler ile kirletildiginden, son
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zamanlarda populasyonlarinda bir azalma goriilen amfibiler ile ilgili olarak bu
kirleticilerin tek baslarina etkilerinden ¢ok, karisim halindeki etkilerinin
belirlenmesinin de onemli oldugu sonucunu dogurmaktadir. Pestisitlerin toksisitesi
Uzerine pek ¢ok calisma yapilmis olmasina karsin, pestisitlerin kombine etkileri ile
ilgili gok az bilgi mevcuttur ancak dogada pestisitler kimyasal bir karigim olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Bu nedenle olusan bu karigimlarin etkisinin arastirilmast,
gercek etkilerin ortaya konmasinda olduk¢a Onemlidir. Pestisit kullanimindaki
riskleri gosterebilmek ve bu konudaki bilinci arttirmak amaciyla bu ve benzeri

caligmalarin daha fazla yapilmasi gerekmektedir.
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